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Anuren nutzen die akustische Kommunikation hauptsächlich im Rahmen des 
Reproduktionsverhaltens. Im Laufe der Evolution haben sich vier verschiedene 
Vokalisationsmechanismen entwickelt, die mit Ausnahme des atmungsunabhängigen 
laryngealen Rufmechanismus der Familie der Pipidae, die Schallsignale mit Hilfe des 
Atemluftstroms erzeugen. Die Produktion basiert dabei auf ein koordiniertes 
Zusammenspiel von Mund-, Rachen- und gegebenenfalls Rumpfmuskulatur, die von 
prämotorischen und motorischen Kerngebieten der Vokalisationsbahn gesteuert 
werden. Der heutige Wissenstand der zentralnervösen Verschaltung der 
Vokalisationsbahn basiert hauptsächlich auf neuroanatomischen Daten von der 
abweichenden Art Xenopus laevis (Pipidae), wobei zum Teil widersprüchliche 
Aussagen über die Verschaltung des vokalen Schrittmachers und des vokalen 
Mustergenerators existieren. Das Ziel meiner Arbeit war daher die Aufklärung der 
Vokalisationsbahn bei der pädomorphen Art Bombina orientalis, die insbesondere 
Rückschlüsse über die afferenten Eingänge des Nucleus praetrigeminalis geben 
sollten. 
 
Im ersten Versuchsansatz wurde mittels immunhistochemischen Untersuchungen die 
Gehirnaktivität bei rufaktiven Männchen mittels dem Aktivitätsmarker c-fos kartiert. 
Akustische Stimulationen mit konspezifischen Paarungsrufen führten zu c-fos 
exprimierenden Neuronen im gesamten Gehirn, insbesondere in akustischen, 
prämotorischen, sensomotorischen, modulierenden und limbischen Kerngebieten. 
Bei rufaktiven Männchen konnten markierte Somata auch im Nucleus praeopticus 
anterior beobachtet werden, die hauptsächlich im dorsalen Anteil lokalisert waren. 
Eine Zunahme von markierten Zellkörpern konnte ebenfalls im Nucleus praeopticus 
posterior beobachtet werden, wobei seine Beteiligung an der Rufauslösung aufgrund 
der geringen Anzahl von Versuchstieren nicht ermittelt werden konnte.  
 
Die Konnektivität der Vokalisationsareale wurden mit unterschiedlichen Tracer-
Methoden analysiert. Tracer-Applikationen in den Nucleus praetrigeminalis            
(vokalen Mustergenerator) zeigten keinen direkten Eingang aus dem Nucleus 
praeopticus anterior (vokalen Schrittmacher), jedoch aus dem Tegmentum, dem 
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Infundibulum und dem Nucleus raphé. Die Färbungen weisen weiterhin auf einen 
Kontakt an den dendritischen Arborisationen hin, mit Ausnahme des Tegmentum, 
das wahrscheinlich über ein Faserbündel direkt zum Somata des Nucleus 
praetrigeminales projiziert. Tracer-Applikationen in die Area praeoptica bestätigen, 
dass der vokale Mustergenerator und der vokale Schrittmacher über Zwischen- oder 
Relaisstationen verbunden sind und sowohl das Infundibulum als auch das 
Tegmentum in Frage kommen. Insbesondere das Tegmentum wies zu beiden 
Vokalisationsarealen und zum Infundibulum reziproke Verbindungen auf, so dass 
eine Rolle als audio-vokales Interface evident ist.  
 
Eine weitere Struktur, die jedoch einen indirekten Einfluss auf das 
Vokalisationssystem ausübt, sind die Nuclei habenulares. Tracer-Applikationen in 
dieses Areal konnten afferente und efferente Verbindungen mit zahlreichen Nuclei 
aus allen Gehirnabschnitten aufweisen, u.a. auch zum Nucleus raphé, zur Area 
praeoptica, zum Tegmentum und zum Infundibulum. Die Nuclei habenulares 
modulieren das Vokalisationssystem über das dopaminerge und serotonerge System, 
wobei viele Funktion innerhalb des Vokalisationssystems noch unklar sind.  
 
Abstract 
Anuran amphibians use acoustic communication mainly during their courting and 
mating rituals. In the course of evolution four different vocal mechanisms have 
developed. Except for the reduced laryngeal calling mechanism of the genus Pipidae, 
Anurans generate sound signals by means of an airstream. The production is based 
on a coordinated interaction between mouth, larynx and, if necessary, the trunk 
musculature, which, in turn, are controlled by premotor and motor areas of the vocal 
pathway. The current scientific knowledge of the neuronal interconnectivity within the 
vocal pathway is based on neuro-anatomical studies of the aberrant species 
Xenopus laevis (Pipidae), in which conflicting statements of the connectivity between 
the vocal pattern generator and the vocal pacemaker exists. The aim of this study 
was to investigate the vocal pathway of the pedomorphic Bombina orientalis, with 
special emphasis on the role of afferent input to the praetrigeminal nucleus.  
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As a first step c-fos staining method, a marker of activity-dependent immediate early 
gene expression, was used to map brain activity of calling males. Acoustic signals of 
conspecific advertising calls lead to c-fos expression in neurons in the whole brain, 
especially in acoustic, premotoric, sensomotoric, modulating and limbic brain regions. 
Brains of calling males exhibit stained neurons in the anterior preoptic nucleus, 
localized in the dorsal part. The posterior preoptic nucleus showed an increase of 
stained cell bodies as well, whereas its involvement in call triggering could not be 
determined due to the small number of experimental animals.  
 
The connectivity of vocal areas was analyzed with different tracer methods. Tracer 
applications into the pretrigeminal nucleus (vocal pattern generator) revealed no 
direct projection from the anterior preoptic nucleus (vocal pacemaker), but instead 
from the tegmentum, infundibulum and the raphé nucleus. This staining further 
suggests a contact at the dendritic arborisations, except for the tegmentum, which 
projects presumably directly to the soma via a fiber tract. Trace application into the 
preoptic area confirms that the pattern generator and vocal pacemaker are 
connected through relay stations, probably the infundibulum and the tegmentum. The 
tegmentum shows reciprocal connections to both vocalization areas and to the 
infundibulum, so that a role as an audio-vocal interface is evident.  
 
Another brain structure, which has an indirect influence on the vocal system, is 
comprised of the habenulares nuclei. Tracer applications to this area revealed 
afferent and efferent connections to numerous nuclei in all parts of the brain, e.g. the 
raphé nucleus, the preoptica area, the tegmentum and infundibulum. The 
habenulares nuclei modulate the vocal system through a dopaminergic and 






1.1 Einführung in die Thematik 
Die Entwicklung von Kommunikationssystemen bei Wirbeltieren steht häufig im 
Zusammenhang mit ihrem Fortpflanzungsverhalten, denn der intraspezifische 
Informationsaustausch dient der Erhaltung einer Art. Bei vielen Tierarten spielt neben 
olfaktorischen und visuellen Reizen auch die akustische Kommunikation eine 
wichtige Rolle. Eine besondere Form der akustischen Kommunikation, die 
hauptsächlich bei Wirbeltieren vorkommt, ist die Vokalisation, bei der Schallsignale 
von inneren Organen mit Hilfe des Atemluftstroms erzeugt werden. Die motorischen 
Muster der Vokalisation sind vielfach angeboren, können jedoch auch trainiert und 
erlernt werden. Die Voraussetzung für eine erfolgreiche Kommunikation ist dabei die 
Codierung und Übermittlung endogener Zustände eines „Senders“, sowie die 
Wahrnehmung und entsprechende Interpretation des Signals seitens eines 




Abb. 1: Das Sender-Empfänger-Modell (modifiziert nach Duellman & Trueb 1986). Die Verschaltung ist reziprok, 
d.h. der Sender kann auch Empfänger sein und umgekehrt 
11 
Bei Anuren wird das Fortpflanzungsverhalten hauptsächlich akustisch gesteuert. Die 
Männchen verfügen meistens über vier bis fünf verschiedene Ruftypen (Paarungsruf, 
Werbungsruf, Revierruf, Befreiungsruf, Schreckruf), die in unterschiedlichen sozialen 
Kontexten generiert werden und bei Artgenossen zum größten Teil genetisch 
determinierte Verhaltensweisen auslösen (Capranica 1965). Im Reproduktionszyklus 
generieren Männchen primär Paarungs- bzw. Werbungsrufe, um paarungsbereite 
Weibchen anzulocken. Die Weibchen reagieren dann mit phonotaktischem Verhalten 
und bewegen sich aktiv auf ein Männchen ihrer Wahl zu (Schneider 1982). Dabei 
entscheiden sich die Weibchen der Gattung Hyla versicolor nach rein akustischen 
Kriterien für einen Partner (z.B. Länge des Rufes; Lautstärke; Gerhardt et al. 1996; 
Welsh et al. 1998; Schwartz et al. 2001). In geräuschvollen Umgebungen dient die 
Schallblase als ein zusätzliches visuelles Signal, an denen sich paarungsbereite 
Weibchen, wie z.B. bei der Gattung Pysalaemus pustulosus (Túngara-Frosch), 
orientieren und somit das ausgewählte Männchen anhand der rhythmischen 
Bewegung der Schallblase, die synchron zum Zeitmuster des Rufes erfolgt, 
identifizieren können (Rosenthal et al. 2004, Wells & Schwartz 2007). 
Interessanterweise produzieren auch einige Weibchen Paarungsrufe, wie z.B. der 
Krallenfrosch Xenopus laevis, um ihre bevorstehende Eiablage anzukündigen 
(Tobias et al. 1998; Emerson & Boyd 1999). Ein weiteres Beispiel stellen die 
Weibchen der Gattung Alytes dar, die bedingt durch ihr Habitat (felsen- und 
höhlenreiche Umgebungen) Paarungsrufe zur Orientierung für näherkommende 
Männchen abgeben (Heinzmann 1970; Bush 1997; Wells & Schwartz 2007). 
Generell bildet eine stark ausgeprägte intrasexuelle Konkurrenz die Voraussetzung 
für ein erfolgreiches Fortpflanzungsverhalten und fördert gleichzeitig die 
Artenseperation im Tierreich (Wells 1977b).  
 
Artgleiche Männchen bilden häufig einen Chor. Die akustische Interaktion wird 
meistens durch ein spontanaktives Tier eingeleitet, so dass in der Nähe befindliche 
Männchen entweder zum Rufen animiert werden oder mit Fluchverhalten reagieren 
(Wells 1977b; Wells & Greer 1981). Für eine effektive Signalübertragung mit einem 
geringeren Energieverbrauch passen rufaktive Männchen innerhalb eines Chores 
ihre eigene Rufphase an die eines anderen oder mehrerer Männchen an, so dass die 
einzelnen Signale in einer größeren Gruppe besser detektierbar bleiben (antiphones 
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Rufen; Foster 1967; Akef & Schneider 1985; Walkowiak 1988; Wells & Schwartz 
2007). Rufaktive Männchen zeigen während des Reproduktionszyklus eine 
beträchtliche Plastizität bezüglich der Attraktion eines Partners, der 
Revierverteidigung und in der Kommunikation mit anderen Männchen, auch wenn 
das Zeitmuster und die spektrale Zusammensetzung der Paarungsrufe 
weitestgehend genetisch determiniert sind (Capranica 1965; Wells 1988; Boatright-
Horowitz et al. 2000; Grafe et al. 2000; Wells & Schwartz 2007). Bei einigen Spezies 
wenden die Männchen die Strategie des „stillen Satelliten“ an, das sich in der Nähe 
eines rufenden Männchens aufhält und versucht, sich mit einem Weibchen zu paaren, 
das eigentlich zu einem Rufer unterwegs war (Perrill et al. 1978; Lucas et al. 1996). 
Neben der Evozierung von willkürlichen Bewegungen können konspezifische Rufe 
auch elektrodermale Reaktionen (Brzoska 1981), eine vermehrte Hormonproduktion 
(Brzoska & Obert 1980) und eine Veränderung der Herzschlagrate auslösen 
(Megela-Simmons et al. 1985).  
 
Die verschiedenen Verhaltensinteraktionen zwischen konspezifischen Männchen 
innerhalb eines Chores laufen in unterschiedlichen Zeitfenstern ab (ca. 40 
Millisekunden bis in den Minutenbereich; Ryan 1986; Walkowiak 1988b) und weisen 
auf ein komplexes Netzwerk hin, das wahrscheinlich durch unterschiedliche 
audiomotorische und audiovokale Schnittstellen koordiniert wird und somit ein 
adäquates Antwortverhalten auf einen bestimmten Reiz zulässt. Das Zusammenspiel 
zwischen auditorischen Eingängen und der motorischen Steuerung von Vokalisation 
scheint evident zu sein, so dass im Folgenden erst kurz die akustische Verarbeitung 
beschrieben wird, um anschließend auf die unterschiedlichen Rufmechanismen 
sowie die zentralnervöse Steuerung der Vokalisation bei Anuren einzugehen. 
 
1.2 Die Hörbahn der Anuren  
Alle Klassen der terrestrischen Vertebraten haben zur Detektierung und Verarbeitung 
von Luftschall Strukturen entwickelt, die es ermöglichen, akustische Stimuli 
wahrzunehmen und zu interpretieren. Im Allgemeinen scheinen die medullären 
Hörbahnstationen für die Analyse und Lokalisation von Reizen zuständig zu sein. Der 
Torus semicircularis, eine Mittelhirnstruktur, dagegen fungiert nicht nur als Station für 
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die Erkennung von arteigenen Rufen, sondern auch für die audiomotorische 
Integration. Telencephale Strukturen sind beteiligt an der prämotorischen Modulation 
und der Kontrolle des Motivationszustandes (Hoke et al. 2007; Endepols 2005).  
 
Das Ohr der Anuren ist permissiv für eine Bandbreite von akustischen Umweltreizen, 
wobei nur arteigene Signale zu einer Verhaltensantwort führen (Walkowiak 1988b; 
Luksch & Walkowiak 1998; Wilczynski & Ryan 2010; Hoke & Pitts 2012). Akustische 
Stimuli führen bei Anuren zu einer Erregung von Haarsinneszellen der zwei 
auditorischen Papillen, Papilla amphibiorum und Papilla basilaris, die sich in zwei 
Ausstülpungen des Sacculus befinden (Wilczynski & Endepols 2007). Jede Papille ist 
sensitiv für einen bestimmten Frequenzbereich, wobei die Papilla amphibiorum auf 
tiefe Frequenzen und die Papilla basilaris auf höhere Frequenzen reagiert. Die 
beiden auditorischen Papillen der Anuren werden wiederum von den Fasern des 
posterioren Astes des Nervus stato-acusticus (N. VIII) innerviert (Wliczynski & 
Endepols 2007). Der N. VIII terminiert in der ersten Hörbahnstation, dem Nucleus 
dorsomedullaris (DMN; homolog zum Nucleus cochlearis der Säugetiere). Der 
Nucleus dorsomedullaris wiederum hat drei Ausgänge: die Neurone projizieren zum 
contralateralen Nucleus dorsomedullaris, sowie bilateral zur Oliva superior und zum 
Torus semicircularis (Wilczynski & Endepols 2007). 
 
Der primäre Ausgang der zweiten Hörbahnstation (Oliva superior) projiziert 
hauptsächlich ipsilateral zum Torus semicircularis (Wilczynski & Endepols 2007), 
zum Nucleus lemniscus laterale und zum Nucleus posterior thalami (Feng 1986a). 
Axone des Nucleus dorsomedullaris und der Oliva superior werden zum lateralen 
Lemniscus zusammengefasst (Wilczynski & Endepols 2007). Neben den 
aszendierenden Bahnen sind alle Kerngebiete mit den unteren Kernen reziprok 
verbunden und können somit ihre eigenen auditorischen Eingänge modulieren.  
 
Der Torus semicircularis ist homolog zum Colliculus inferior der Säugetiere und lässt 
sich im Gegensatz zu den unteren Kernen in verschiedene Subnuclei einteilen: den 
Nucleus principalis, Nucleus laminaris und Nucleus magnocellularis (Potter 1965a). 
Der Nucleus laminaris liegt unterhalb des tectalen Ventrikels, wobei seine Neurone in 
Laminae angeordnet sind. Der Nucleus principalis liegt caudoventral vom Nucleus 
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laminaris, und seine Zellkörper ordnen sich hauptsächlich dorsal an. Damit entsteht 
eine Zone mit geringerer Anzahl an Zellkörpern im Zentrum des Nucleus principalis, 
in der sich hauptsächlich die Dendriten der Laminaris- und Principalis-Neurone 
befinden. Hier terminieren die Fasern des Nucleus dorsomedullaris und der Oliva 
superior. Ventrolateral an den Nucleus principalis angrenzend liegen die großen 
Zellkörper des Nucleus magnocellularis (Wilczynski & Endepols 2007). Neben den 
auditorischen Subnuclei wurden noch zwei weitere nicht-auditorische Subnuclei 
beschrieben, deren Funktionen noch nicht bekannt sind: der Nucleus commissuralis 
und der Nucleus subependymalis (Potter 1965b; Wilczynski & Endepols 2007).  
 
Bis zum Torus semicircularis weist das Hörsystem einen hohen Grad an Parallelität 
und akustischer Tonotopie auf (Pettigrew et al. 1981; Walkowiak & Luksch 1994). 
Jedoch verliert sich die tonotope Organisation im Bereich des Zwischenhirns 
komplett. Aszendierende torale Projektionen, hauptsächlich vom Nucleus laminaris 
und Nucleus magnocellularis, erreichen die Kerngebiete des Zwischenhirns und des 
Vorderhirns über einen periventrikulären und einen ventrolateralen Weg (Endepols & 
Walkowiak 2001). Über beide Wege werden verschiedene thalamische Nuclei, das 
Striatum, das Pallium mediale und das Septum innerviert. Allerdings sind diese 
Strukturen keine rein auditorischen Zentren, da dort unterschiedliche sensorische 
Modalitäten verarbeitet werden und die Latenzen auf Hörstimuli eher lang sind bzw. 
die Neurone auch sehr schnell habituieren (Mudry & Capranica 1987a; Wilczynski & 
Capranica 1984; Walkowiak 1988b; Roden 2002; Wilczynski & Endepols 2007). Auch 
die höheren Zentren sind reziprok mit den unteren Hörbahnstationen verbunden und 
können somit die Schallwahrnehmungen und damit auch das Verhalten modulieren 
und beeinflussen (Endepols & Walkowiak 1999).  
 
1.2.1 Audiomotorische Integration 
Das akustisch gesteuerte Verhalten ist während des Reproduktionszyklus u.a. 
abhängig vom sozialen Kontext und der inneren Bereitschaft des jeweiligen 
Individuums. Männchen und Weibchen reagieren in Bezug auf einen konspezifischen 
Paarungsruf selektiv mit verschiedenen Verhaltensreaktionen, die in 
unterschiedlichen Zeitfenstern ablaufen. Es gibt dabei sehr schnelle Interaktionen, 
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wie z.B. bei dem Wechselruf von Smilisca sila, der eine Latenz von 40 ms aufweist, 
oder das evozierte Rufen eines Satellitenmännchens, dessen Reaktion in Sekunden- 
oder Minutenbereichen liegen kann (Ryan 1986; Walkowiak 1988a; Walkowiak 2007). 
Auch das antiphone Rufen vom Bombina orientalis wurde bezüglich seiner schnellen 
Antwortreaktionen im Rahmen des Wechselrufens eingehend untersucht (Mohr & 
Schneider 1993; Walkowiak 1988, 1992; Strake 1995; Walkowiak & Luksch 1994; 
Luksch & Walkowiak 1998; Endepols & Walkowiak 2001). Für die Anpassung der 
Rufphasen innerhalb eines Chores ist die Beeinflussung des vokalen 
Mustergenerators durch Eingänge aus der Hörbahn essentiell: 
Eine wichtige Struktur für die audiomotorische Integration ist der Torus semicircularis. 
Dieses Areal erhält nicht nur auditorische Eingänge, sondern verarbeitet zusätzlich 
weitere sensorische Informationen, wie z.B. aus dem visuellen, vestibulären, 
somatosensorischen und auch aus dem Seitenliniensystem (Ewert & Borchers 1971; 
Comer & Grobstein 1981; Wilczynski 1981; Zittlau et al 1985; Luksch 1994). 
Walkowiak (1988b) konnte mit verhaltensphysiologischen Experimenten zwei 
unterschiedliche Filtersysteme nachweisen, die zur Erkennung von konspezifischen 
Rufen und für eine schnelle Rufunterdrückung von 120 - 130 ms nach 
Lautwahrnehmung verantwortlich waren – eine wichtige Voraussetzung für 
antiphones Rufen. Der Nucleus laminaris scheint innerhalb der audiomotorischen 
Integration eine wichtige Position einzunehmen, da seine deszendierenden Bahnen 
hauptsächlich in prämotorischen und motorischen Nuclei der Medulla und des 
Rückenmarks terminieren und er selbst u.a. Eingänge aus der Area praeoptica, dem 
vokalen Schrittmacher, erhält (Luksch & Walkowiak 1998). Außerdem werden die 
Laminarisneurone zusätzlich von Hormonen (Estradiol und Dihydrotestosteron) und 
Neuromodulatoren innerhalb der auditorischen und audiomotorischen Verarbeitung 
beeinflusst (Morrell et al. 1975; Kelley et al. 1978; Kelley 1980; Walkowiak & Luksch 
1998; Endepols et al. 2000; Endepols 2005). 
 
Das Tegmentum ist eine weitere Struktur, die bei der audiomotorischen Verarbeitung 
eine Rolle spielt (Luksch & Walkowiak 1998; Endepols et al. 2000; Endepols & 
Walkowiak 2001). Luksch & Walkowiak (1998) konnten durch elektrophysiologische 
und hodologische Studien bei Discoglossus pictus eine Ähnlichkeit bezüglich seiner 
Projektionsgebiete und seinen modulatorischen Eingängen zum Nucleus laminaris 
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feststellen. Beide Kerngebiete weisen zusätzlich eine starke reziproke Verbindung 
auf, so dass durch eine Integration verschiedener Modalitäten die prämotorischen 
und motorischen Nuclei entsprechend des inneren Status des Tieres modifiziert 
werden können (Endepols et al. 2000). 
 
1.3 Die Vokalisationsbahn der Anuren 
Anuren nehmen bezüglich des Vokalisations- und Hörsystems eine besondere 
Stellung im System ein, da sie als rezente Nachfahren der ersten landlebenden 
Wirbeltiere betrachtet werden (Duellmann & Trueb 1986; Irisarri et al. 2011) und 
somit evolutive Rückschlüsse hinsichtlich grundlegender neuronaler Mechanismen 
innerhalb der akustischen Kommunikation gezogen werden können. Im Laufe der 
Zeit haben sich innerhalb dieser Ordnung verschiedene Rufmechanismen entwickelt, 
die jedoch alle eine grundlegende Gemeinsamkeit besitzen, nämlich die 
Schallproduktion über einen Kehlkopf und häufig auch die Ausbildung von 
Stimmbändern (Schneider 1988; Strake 1995). Die unterschiedlichen anatomischen 
Ausprägungen des Kehlkopfes und der Stimmbänder führen u.a. zu einer Variation 
der Rufe innerhalb der Froschlurche (Gerhardt & Huber 2002). Mit Ausnahme der 
Pipiden (z.B. Xenopus leavis) ist die Vokalisation auch eng mit der Atmung 
verbunden.  
Anuren nutzen neben der Hautatmung die Kehloszillation und Lungenventilation zum 
Gasaustausch. Während der Kehloszillation wird der Mundboden gleichmäßig 
gehoben und gesenkt, wobei die Nasenlöcher geöffnet und die Glottis geschlossen 
werden und die Atemgase werden dabei über die Mundschleimhaut ausgetauscht. 
Nach einer Serie von Kehloszillationen geht die Atmung in eine Lungenventilation 
über. Die Lungenventilation beginnt mit einer Aspiration, bei der sich die Mundhöhle 
mit frischer Luft füllt. Bei der anschließenden Exspiration strömt die verbrauchte Luft 
in der Lunge über die geöffnete Glottis in den oberen Teil der Mundhöhle und 
anschließend über die geöffneten Nasenlöcher nach außen. Dieser Prozess erfolgt 
passiv durch die Eigenelastizität der Lunge (Strake 1995). Die folgende Inspiration 
erfolgt über einen Druckpumpenmechanismus, d.h. frische Luft wird gegen die noch 
vorhandene Luft in der Lunge gepresst, so dass Anuren letztendlich Mischluft atmen 
(DeJongh & Gans 1969; Duellmann & Trueb 1986; Strake 1995). Nachfolgend kann 
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wieder eine Serie von Kehloszillationen folgen. Die gleichen passiven und aktiven 
Elemente werden sowohl bei der Atmung als auch bei der Vokalisation benutzt: Als 
passive Elemente dienen die Schallblase, das Hyoid und die skelettalen 
Kehlkopfelemente. Die aktiven Elemente umfassen die Muskulatur des Mundbodens, 
des Hyoids, der Zunge, des Rachens, des Kehlkopfes und die Flankenmuskulatur 
(Martin 1971; Strake 1995). 
 
Vier Rufmechanismen lassen sich unterscheiden: die inspiratorische, die 
exspiratorisch-inspiratorische und die exspiratorische Vokalisation, sowie der 
laryngeale Mechanismus der Vertreter der Familie der Pipidae, die im Folgenden 
beschrieben werden. Der Unterschied des inspiratorischen und exspiratorischen 
Rufes liegt in der Richtung des Luftstromes und der motorischen Aktivität der 
Rumpfmuskulatur bei der Exspiration, wobei der Unterwasserruf ohne einen 
Luftstrom durch das schnelle Auseinanderziehen zweier Knorpelscheiben erzeugt 
wird (Yager 1982; Strake 1995; Walkowiak 2007). Da der inspiratorische und 
exspiratorisch-inspiratorische Vokalisationsmechanismus viele Übereinstimmungen 
aufweisen und ich in dieser Arbeit nur mit der inspiratorisch rufenden Art Bombina 
orientalis gearbeitet habe, werde ich nur auf den Mechanismus der inspiratorischen 




Männchen der inspiratorisch rufenden Art Bombina orientalis liegen während der 
Paarungszeit auf dem Wasser und rufen bei Tag und Nacht (Akef & Schneider 1985). 
Bei dem inspiratorischen Ruf wird anfangs eine Serie von Kehloszillationen und 
Lungenventilationen durchgeführt, um die Lunge mit Luft zu füllen. Die gefüllte Lunge 
dient zusätzlich als Resonator während der Vokalisation (Lörcher 1969; Akef & 
Schneider 1985; Walkowiak 2007). Durch eine gleichzeitige Aktivierung der 
Mundboden- und der Hyoidmuskulatur wird die Luft durch die geöffnete Glottis in die 
Lunge gedrückt. Die Mundbodenmuskulatur dient bei dem inspiratorischen 
Rufmechanismus als treibende Kraft. Wie bei der Atmung funktioniert dieser Prozess 
mittels eines Druckpumpenmechanismus (DeJongh & Gans 1969; Strake 1995). 
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Zuvor werden die Nasenlöcher durch eine Kontraktion des M. intermandibularis 
anterior und der Zungenmuskulatur verschlossen (indirekter Hebelmechanismus), so 
dass ein gewisser Druck aufgebaut werden kann (Regal & Gans 1976; Strake 1995). 
Die im Kehlkopf befindlichen Gewebewülste werden durch die aktive Luftbewegung 
zum Schwingen gebracht und erzeugen somit einen inspiratorischen Laut (Lörcher 
1969; Akef & Schneider 1985). Der tonlose Rückstrom der Luft in die Mundhöhle 
erfolgt durch eine aktive Senkung des Mundbodens oder durch eine passive 
Entdehnung der Lunge (Strake 1995).  
 
Verschiedene Muskeln spielen während der Atmungs- und Vokalisationsprozesse 
eine Rolle: 
Im Mundboden, der den inspiratorischen Luftstrom generiert, liegen folgenden 
Muskeln: Der Musculus (M.) intermandibularis anterior liegt am distalen Ende des 
Mundbodens und verschließt bei Aktivierung die Nasenlöcher. Die Innervation erfolgt 
über den N. trigeminus (N. V). Der M. intermandibularis posterior ist zusammen mit 
dem M. interhyoideus für das Heben des Mundbodens zuständig. Der M. 
intermandibularis posterior wird ebenfalls vom N. V innerviert und der M. 
interhyoideus vom N. facialis (N. VII). Die nächsten beiden Muskeln sind ebenfalls für 
das Heben des Mundbodens zuständig, allerdings sind diese längslaufend orientiert: 
M. geniohyoideus und M. omohyoideus. Beide Muskelgruppen werden vom N. 
hypoglossus (N. XII) innerviert. Der M. geniohyoideus bewegt bei Kontraktion den 
anterioren Anteil des Hyoids nach oben (Walkowiak 2007). Der einzige Senker des 
Mundbodens ist der caudal liegende M. sternohyoideus, der durch einen weiteren 
Ast N. XII innerviert wird. Dieser Muskel senkt bei der Exspiration den Mundboden 
oder stabilisiert bei der Inspiration zusammen mit dem M. geniohyoideus das Hyoid 
(Strake 1995). Auch der M. petrohyoideus unterstützt das Hyoid, indem der 
posteriore Anteil der Mundhöhle verengt wird. Seine Innervierung erfolgt über den N. 
IX-X Komplex. Weitere längslaufende Muskeln sind der Protraktor und Retraktor der 
Zunge: M. genioglossus und M. hyoglossus, die vom N. XII innerviert werden. Bei 
gleichzeitiger Aktivierung beider Muskeln trägt die Zunge zum Verschluss der 
Nasenlöcher von innen bei und schließt somit den Innenraum der Mundhöhle vom 
externen Milieu ab (Strake 1995). Der M. dilatator laryngis und der M. sphincter 
anterior, die beide durch den N. vagus (N. X) innerviert werden, sind für das Öffnen 
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und das Schließen der Glottis verantwortlich. Die Kontraktionen der Muskeln weisen 
während der Vokalisation eine sehr hohe Synchronität auf (Strake 1995). 
 
Exspiratorischer Vokalisationsmechanismus: 
Der exspiratorische Ruf ist weitestgehend bei den terrestrischen Neobatrachia 
(moderne Froschlurche) verbreitet und beruht ebenso auf einen 
Druckpumpenmechanismus (Strake 1995). Die rufaktiven Männchen nehmen Luft in 
die Lunge auf. Anschließend wird durch die treibende Kraft der Rumpfmuskulatur (M. 
rectus abdominis, M. transversus, M. obliquus externus und internus) der 
schallbildende exspiratorische Ruf generiert, d.h. die in der Lunge befindliche Luft 
wird durch die Kontraktion der Rumpfmuskulatur hinaus forciert, passiert dabei den 
Kehlkopf und bring die Stimmbänder zum schwingen (Strake 1995; Girgenrath & 
Marsh 1997). Von der Mundhöhle aus gelangt die Luft in die Schallblase, die als 
Resonator und Reservoir dient. Durch die Kontraktion der Schallblasenmuskulatur 
und des Mundbodens wird die Luft tonlos in die Lunge zurück gepresst (Schmidt 
1966a; Schneider 1986). Bei dem exspiratorischen Rufmechanismus werden neben 
den zuvor beschriebenen Hirnnerven noch die Spinalnerven für die Rumpfmuskulatur 
(Nn. spinales IV, V; VI; VII und VIII) benötigt (Gaupp 1899).  
 
Atmungsunabhängige Rufe der Pipidae: 
Die Familie der Pipiden zu denen Xenopus laevis gehört, umfasst rein aquatische 
Tiere, deren morphologische Strukturen sich den entsprechenden 
Lebensbedingungen angepasst haben. Sie leiten sich von terrestrischen Anuren ab 
(Trueb 1996) und weisen bezüglich ihrer Rufgenerierung eine starke Simplifizierung 
auf. Infolgedessen hat sich im Gegensatz zu den inspiratorisch und exspiratorisch 
rufenden Arten ein komplett anderer Rufapparat entwickelt (Yager 1982; 1992,1996): 
Durch Kontraktion der Kehlkopfmuskeln werden zwei knorpelartige Scheiben 
(Stellknorpel) auseinandergezogen und erzeugen Klickfolgen, die durch einen 
vergrößerten Kehlkopf verstärkt werden. Der Kehlkopf dient somit als interne 
Schallblase bzw. Resonator (Yager 1982; Irisarri et al. 2011). Im Gegensatz zu den 
exspiratorischen und inspiratorischen Rufmechanismen werden die Klickfolgen ohne 
einen Luftstrom erzeugt und infolgedessen werden keine Bewegungen des 
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Mundbodens und der Rumpfmuskulatur beobachtet. Die Innervation der 
Kehlkopfmuskulatur erfolgt nur über den Komplex des N. IX-X, was für eine 
Entkopplung zwischen der Rufgenerierung und Atmung spricht (Yager 1982, Tobias 
& Kelley 1987; Kelley 2004). 
 
1.3.2 Zentralnervöse Steuerung 
Die Generierung von konspezifischen Paarungsrufen erfordert ein koordiniertes 
Zusammenspiel von Mund-, Rachen- und gegebenenfalls Rumpfmuskulatur, die von 
prämotorischen und motorischen Kerngebieten der Vokalisationsbahn zentral 
gesteuert werden. Schmidt (1992) beschrieb in seiner früheren Studie zwei semi-
unabhängige Rufgeneratoren im Bereich der Medulla oblongata - den vokalen 
Mustergenerator und einen Atmungsgenerator, während neuste Daten auf zwei 
Atmungsgeneratoren hinweisen, einen „buccal-oscillator“ und einen „lung-
oscillator“ (Vasilakos et al. 2006).  
 
Der Nucleus praetrigeminalis, auch bekannt als dorsales tegmentales Areal der 
Medulla (DTAM; Kelley et al. 1975), ist eine wichtige Komponente des 
vokalmotorischen Rufgenerators. Er ist unmittelbar caudal des Nucleus secundarius 
isthmi und anterior der Motoneuronen des Nervus trigeminus lokalisiert (Schmidt 
1973, 1974). Seine Beziehung zur Vokalisation wurde erstmals auf der Basis von 
Läsions- und Stimulationsexperimenten bei verschiedenen exspiratorisch rufenden 
Arten, z.B. bei Rana pipiens, Hyla versicolor und Hyla cinerea, beobachtet: Läsionen 
in diesem Areal unterdrückten jegliches Vokalisationsverhalten, das auch durch 
zusätzliche taktile oder elektrische Stimulation der Area praeoptica nicht mehr 
ausgelöst werden konnte, während Elektrostimulationen im intakten Nucleus 
praetrigeminalis fiktives Rufen sowohl bei Männchen als auch bei Weibchen 
auslösten (Schmidt 1966, 1974, 1976, 1984). Die beiden Atmungsgeneratoren liegen 
in der Formatio reticularis, entlang der rostrocaudalen Achse, d.h. der “lung-
oscillator“ liegt rostral der Motoneurone des N. IX-X, während der „buccal-
oscillator“ weiter caudal liegt, und sind reziprok miteinander verschaltet (Vasilakos et 
al. 2004; Vasilakos et al. 2006). Eine adäquate Reizung des Nucleus praetrigeminalis, 
z.B. durch Elektrostimulationen der Area praeoptica, führt zu einer Aktivierung und 
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Modifizierung des Atmungsgenerators (Schmidt 1992). Bei ersten anatomischen 
Tracing-Studien konnten bei Xenopus laevis starke reziproke Verbindungen 
zwischen beiden Kerngebieten nachgewiesen werden (Wetzel et al. 1985; Brahic & 
Kelley 2003). Zusätzlich konnten noch weitere prämotorische Kerngebiete der 
Vokalisationsbahn identifiziert werden, z.B. der Nucleus secundarius isthmi, sowie 
der Nucleus reticularis inferior und medius (Schmidt 1973, 1974; Wetzel et al. 1985; 
Walkowiak 1992; Brahic & Kelley 2003). Einen modulierenden Effekt hat der Nucleus 
raphé, pars dorsalis, der serotonerge Neurone enthält und mit allen prämotorischen 
und sensomotorischen Vokalisationsarealen verbunden ist (Brahic & Kelley 2003; 
Zornik & Kelley 2007).  
 
Als übergeordnetes Zentrum für die Initiierung der Rufbereitschaft und für die 
Auslösung von Paarungsrufen gilt die Area praeoptica, die im rostroventralen 
Diencephalon lokalisiert ist (Schmidt 1976, 1984; Urano & Gorbman 1980). Durch 
Stimulationsexperimente in diesem Areal konnte bei Rana pipiens und Hyla arborea 
savignyi männliches Rufverhalten induziert werden (Schmidt 1966a, 1984; Knorr 
1976; Wada & Gorbmann 1977a,b). Brahic & Kelley (2003) konnten mit 
Fluoreszenzfärbungen bei Xenopus laevis robuste Konnektivitäten zu telencephalen 
Kerngebieten (Pallium, Septum und Striatum), zu diencephalen Kerngebieten 
(Infundibulum, Nucleus anterior thalami) und zum Nucleus raphé, pars dorsalis 
nachweisen, die eventuell im Vokalisationsnetzwerk mit eingeschlossen sind. Eine 
von Wetzel et al. (1985) beschriebene direkte Verbindung zum Nucleus 
praetrigeminalis konnte von Brahic & Kelley (2003) nicht bestätigt werden. Die Area 
praeoptica selbst umfasst drei wesentliche Kerngebiete: den Nucleus praeopticus 
anterior, den Nucleus praeopticus posterior und den Nucleus suprachiasmaticus. 
Wada & Gorbman (1977a) konnten das Rufverhalten von akustisch stimulierten 
Männchen durch intrakranielle Gabe von Testosteron in den Nucleus praeopticus 
anterior erhöhen und somit die Wichtigkeit des rostralen Anteils bezüglich der 
Rufauslösung nachweisen.  
 
Die circannuale Periodik der Fortpflanzungsaktivität von Anuren wird durch exogene 
Faktoren, wie z.B. Temperatur und Lichtintensität, eingeleitet (Schneider 1966; 
Heinzmann 1970; Oseen & Wassersung 2002). Diese modulieren den endogenen 
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Zustand eines Individuums über das endokrine und das neuromodulatorische 
System und erhöhen somit die Paarungsbereitschaft sowohl bei Männchen als auch 
bei Weibchen (Boyd 1997; Arch & Narins 2009). Das audiovokale Netzwerk von 
Anuren umfasst dabei Kerngebiete, die sowohl Androgene als auch Östrogene 
konzentrieren (Kelley et al. 1975; Morrell et al. 1975; Kelley 1980; Boyd & Ebersole 
1997). Der hormonelle Einfluss wird hauptsächlich durch die HPG-Achse 
(Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse) reguliert (Kelley & Tobias 1999; 
Wilczynski et al. 2005): Endogene Faktoren aktivieren dabei neurosekretorische 
Zellen im Hypothalamus und kontrollieren somit die Produktion und Sekretion von 
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH). Die Freisetzung von follikelstimulierendem 
Hormon (FSH) und luteinisierendem Hormon (LH) aus der Hypophyse regt wiederum 
die Gonaden zur Produktion und Sekretion von Steroidhormonen an (Allison & 
Wilczynski 1991; Polzonetti-Magni et al. 1998; Tsai et al. 2005). Steroidhormone 
werden auch als Neurosteroide in tel- und diencephalen Kerngebieten synthetisiert, 
was letztendlich auf einen hormonellen Feedback-Mechanismus schließen lässt 
(Mensah-Nyagan et al. 1996). Dass Steroidhormone das Rufverhalten beeinflussen, 
konnte in klassischen Gonadoectomie-Studien erfolgreich nachgewiesen werden - 
Gonadoectomien unterdrücken Paarungsrufe, während sie durch die Behandlungen 
mit Androgenen facilitiert werden (Schmidt 1966b; Palka & Gorbman 1973; Kelley& 
Pfaff 1976; Wetzel & Kelley 1983). Das Vokalisationssystem von Xenopus laevis wird 
hauptsächlich durch Androgene gesteuert: Die beiden Rufgeneratoren (Nucleus 
praetrigeminalis / Motorkerne des N. IX-X) sowie auch der Nucleus reticularis inferior 
und medius enthalten Dihydrotestosteron-konzentrierende Neurone (Kelley et al. 
1975; Kelley 1980, 1981). Höhere Zentren, wie z.B., das Septum, das Striatum, die 
Amygdala, der Thalamus das Infundibulum sowie die Area praeoptica enthalten 
hingegen Östrogenrezeptoren (Kelley et al. 1975, Morrell et al. 1975; Kelley 1980; 
Fischer & Kelley 1991; Chakraborty & Burmeister 2010). Die Sex-Steroide 
interagieren meistens mit anderen Hormonen und Neuromodulatoren, wie z.B. 
Gonadotropin, Aginin-Vasotocin und Prostaglandin, um das Reproduktionsverhalten 
zu beeinflussen. So kann das männliche Rufverhalten durch eine vorherige 
Behandlung mit humanem Choriongonadotropin verstärkt werden (Kelley & Pfaff 
1976; Walkowiak 1988). Arginin-Vasotocin-Rezeptoren kommen hauptsächlich in 
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Kerngebieten des Tel- und Diencephalon vor, die u.a. auch sensorische 
Informationen integrieren, und stimulieren dort männliches Rufverhalten (Penna et al. 
1992; Boyd 1994; Marler et al. 1995). Die Verhaltenseffekte von Arginin-Vasotocin 
werden teilweise von den Neurosteroid-bildenden Neuronen moduliert (Mensah-
Nyagan et al. 1996).  
 
1.4 Zielsetzung 
Im Laufe der Evolution hat sich das vokalmotorische Netzwerk von Landwirbeltieren 
zu einem hochkomplexen Netzwerk entwickelt, das verschiedene afferente Eingänge 
und efferente Strukturen integriert und koordiniert. Um evolutive Rückschlüsse 
bezüglich des neuronalen Mechanismus zu erhalten und aufgrund der hohen 
Komplexität des Säugergehirns, bieten sich verschiedene Modellsysteme an, wie z.B. 
das der Anuren. Das Gehirn von Anuren weist den typischen Grundbauplan eines 
Wirbeltiergehirns auf, das sich insbesondere durch eine sekundäre Simplifizierung 
auszeichnet, d.h. eine Abnahme der Komplexität des zentralen Nervensystems 
während der Phylogenese (Roth & Wullimann 2001). Der Grad der Komplexität 
korreliert dabei negativ mit der Genom- und Zellgröße, d.h. Gehirne mit großen 
Neuronen entwickeln sich viel langsamer und weisen eine verzögerte Differenzierung 
auf, so dass diese im adulten Stadium pädomorph erscheinen (Roth et al. 1993, Roth 
et al. 1994). Pädomorphe Arten können demzufolge besonders gut mit den 
Embryonalstadien „höherer“ Wirbeltiere verglichen werden.  
 
Der heutige Wissensstand des Vokalisationssystems bei Anuren bezieht sich 
hauptsächlich auf Daten von Neobatrachia und Pipidae (Schmidt 1973, 1974b, 1976, 
1992; Wetzel et al. 1985; Knorr 1976; Wada & Gorbman 1977b; Brahic & Kelley 
2003; Zornik & Kelley 2007). Beide Gruppen benutzen unterschiedliche 
Rufmechanismen zur Lautgenerierung, wobei die neuroanatomischen Daten bzw. 
der spezielle Larynxmechanismus hauptsächlich von der aberranten Art Xenopus 
laevis stammen (Yager 1992; Wetzel et al. 1985; Tobias & Kelley 1987; Brahic & 
Kelley 2003). Über die vokalisationsrelevante neuronale Verschaltung der 
Archaeobatrachia gibt es bisher nur wenige Daten. Diese Gruppe ist aber besonders 
interessant, da diese Tiere ursprüngliche Gehirne besitzen, auch wenn sie durch 
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eine sekundäre Simplifizierung entstanden sind. Walkowiak (1992) und Strake (1995) 
untersuchten u.a. die Lokalisation der Motoneurone von den beteiligten 
Rufmuskulaturen sowie deren Verschaltung zu einigen wenigen prämotorischen 
Kerngebieten bei Bombina orientalis und Discoglossus pictus. Die Aktivität des 
Nucleus praetrigeminalis ist essentiell für die Produktion von Rufen (Schmidt 1966a, 
1976, 1992), wobei seine afferenten Eingänge von höheren Kerngebieten bisher 
noch nicht oder kaum aufgeklärt sind. Dies gilt auch für die Verbindung mit der Area 
praeoptica.  
 
Das Ziel meiner Arbeit war es daher, die Vokalisationsbahn der pädomorphen Art 
Bombina orientalis aufzuklären, die im Vergleich mit den neuroanatomischen 
Untersuchungen der aberranten Art Xenopus laevis (Wetzel et al. 1985; Brahic & 
Kelley 2003) Rückschlüsse über die afferenten Eingänge des Nucleus 
praetrigeminalis erlauben soll. 
 
Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen: 
 
1.) Welche Gehirnareale sind generell in die Vokalisation involviert? Welche Teile 
des zuvor postulierten vokalen Schrittmachers in der Area praeoptica sind in 
Paarungsruf auslösenden Situationen aktiv? 
 
Hier wurde die neuronale Aktivität vokalisationsrelevanter Areale mit dem 
Aktivitätsmarker c-fos bestimmt.  
 
2.) Wie ist die Verbindung zwischen dem vokalen Schrittmacher (Area praeoptica) 
und dem neuronalen Mustergenerator (Nucleus praetrigeminalis) organisiert: direkt 
oder indirekt? 
 
Hierfür wurden hodologische Studien mit den Tracern Neurobiotin sowie 
Fluoreszenz-gekoppelten Dextranaminen durchgeführt. 
 
3.) Welche Kerngebiete könnten im Fall einer indirekten Verschaltung als Relais- 
oder Zwischenstationen dienen? Welche anderen Areale beeinflussen die Aktivität 
des Mustergenerators? 
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Dafür wurden retrograde und anterograde Tracings in den vokalisationsrelevanten 
Arealen kombiniert. 
 
4.) Gibt es Unterschiede zwischen der untersuchten pädomorphen Art und der Art 
Xenopus laevis bzw. wie sieht der Vergleich zu den Neobatrachia aus? 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Versuchstiere 
Alle Experimente dieser Arbeit wurden an der chinesischen Rotbauchunke Bombina 
orientalis (Boulenger 1890) durchgeführt, die zu den Archaeobatrachia gehört. Die 
Gattung Bombina gehört zur Familie der Bombinatoridae (Unken; Cannatella 1985) 
und der Ordnung der Anura (Froschlurche). Das Verbreitungsgebiet der chinesischen 
Rotbauchunke umfasst große Teile Asiens (Südostrußland, China, Vietnam und 
Korea). Die tag- und nachtaktiven Tiere leben bevorzugt an stehenden, flachen und 
sonnigen Gewässern, daher findet man sie oft an Tümpeln in Wiesen und Feldern 
(Hermann et al. 1987). Auffälligstes Merkmal ist die schwarz-rote Färbung der 
Bauchseite, welche vermutlich der Abschreckung von Feinden dient. Die 
Rückenseite kann braun bis grün gefärbt sein und ist bei Männchen mit 
ausgeprägten Warzen besetzt. Die Laichperiode erstreckt sich von Ende April bis 
September, wobei die Männchen der Gattung Bombina orientalis unter 
Laborbedingungen im Frühjahr starke Rufperioden haben (Akef & Schneider 1985). 
Weiterhin zeichnet sich diese Spezies durch ihre Simplifizierung im Hörsystem aus, 
u.a. im Mittelohr, im sensorischen Epithel und in den Hörkernen (Roth et al. 1992), 
was sich auch in der Einfachheit ihrer Rufe zeigt. 
 
Die Experimente wurden ausschließlich an männlichen Adulttieren durchgeführt 
(Körpergröße von 4,0 bis 5,1 cm). Während der Paarungszeit entwickeln Männchen 
dunkle Schwielen an den Vorderextremitäten, so dass sich Männchen von Weibchen 
gut unterscheiden ließen. Die Versuchstiere entstammten entweder aus der 
laboreigenen Zucht oder von der Firma Import/Export Peter Hoch, Waldkirch. 
Geschlechtsreife Männchen wurden in einer Gruppe von bis zu zehn Individuen in 
artgerecht ausgestatteten Aquarien gehalten und einmal pro Woche mit Rinderherz 
und Heimchen gefüttert. Kaulquappen und postmetamorphe Tiere bewohnten 
separate Aquarien, wobei Kaulquappen mit abgebrühten Brennnesseln und 
Löwenzahn ernährt wurden und postmetamorphe Tiere mit Fliegen und Heimchen. 
Um natürliche Lebensbedingungen nachzuahmen, wurde die Lufttemperatur an die 
jeweilige Jahreszeit angepasst.  
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Alle Experimente befolgen den Bestimmungen des Deutschen Tierschutzgesetzes 




Vor einer Hirnisolation wurde eine Immersionsnarkose durchgeführt. Als 
Anästhetikum diente eine 0,2 %ige Tricain-Methansulfonat-Lösung (MS 222, Sigma-
Aldrich, USA) in Leitungswasser, deren pH-Wert zuvor mit Natriumhydrogencarbonat 
(AppliChem, Deutschland) auf 7,4 gepuffert wurde (Ohr 1976). Die Tiere wurden 5 -
 10 Minuten lang in diese Lösung eingesetzt, bis keine motorische Aktivität mehr 
auftrat. Anschließend wurde die Haut gründlich mit Leitungswasser abgespült. 
Zeigten sich keine Reaktionen mehr, wurden die Frösche für 10 Minuten auf Eis 
gelegt, was die Körpertemperatur auf ca. 5°C senkte, und die Stoffwechselrate 
entsprechend erniedrigte (Luksch et al. 1996).  
 
2.2.2 Perfusion 
Zur Präparation wurden die Tiere mit der dorsalen Seite auf Eis gelegt, so dass die 
Bauchdecke mit Pinzette und Schere geöffnet werden konnte. Da die 
Geschlechtsorgane sofort sichtbar waren, konnte man zu diesem Zeitpunkt der 
Präparation das Geschlecht feststellen. Mittels transcardialer Perfusion wurde das 
Blut aus dem Organismus entfernt. Dieser Schritt ist für die spätere DAB-
Nachweisreaktion (2.5.2) wichtig, da sonst die in den Erythrozyten enthaltenen 
Peroxidasen eine Hintergrundfärbung verursachen (Horikawa & Armstrong 1988). 
Als Perfusat dienten 10 ml eisgekühlter Frosch-Ringer (Protokoll siehe 2.7.2), der mit 
Carbogengas (Air Products and Chemicals Inc., USA) auf einen pH-Wert von 7,4 -
 7,6 eingestellt wurde (Straka & Dieringer 1993). 
 
2.2.3 Isolation des Gehirns 
Anschließend an die Perfusion folgte die Dekapitation des Tieres. Hierzu wurde mit 
einer Schere bilateral in die Mundwinkel eingeschnitten und der Schnitt dann dorsal 
der Vorderextremitäten bis in die Sakralregion weitergeführt. Dort wurde die 
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Wirbelsäule transversal durchtrennt. Das Präparat umfasste nun den Schädel (ohne 
Unterkiefer) sowie den größten Teil der Wirbelsäule. Die Haut wurde entfernt, da 
diese Giftdrüsen und möglicherweise Reste des Betäubungsmittels enthielt. Mit der 
dorsalen Seite nach unten wurde das Präparat in einer Petrischale fixiert. Diese war 
mit Sylgard (Wacker Silikon, Deutschland) ausgegossen, auf der sich eine 
Eisringerschicht befand. Es wurde stets darauf geachtet, dass die Eisringerschicht 
angeschmolzen war, um Eiskristallbildung im Gehirn zu vermeiden. Das über dem 
Schädelknochen und Wirbelkanal liegende Muskel-, Fett- und Bindegewebe wurde 
entfernt, woraufhin der erste Wirbel mit einer Iridektomieschere geöffnet wurde. Von 
dort ausgehend wurde die Ventralseite mehrerer Wirbel sowie des Schädels 
abpräpariert und so das Gehirn und das Rückenmark freigelegt. War ein „back-
fill“ des N. V vorgesehen, wurden dieser Nerv möglichst weit distal durchtrennt. Bei 
der Präparation wurde darauf geachtet, dass der Nerv nicht überdehnt oder 
gequetscht wurde. Nach Durchtrennung einiger großer Blutgefäße sowie der Gehirn- 
und Spinalnerven konnte das Gehirn mit einem Teil des Rückenmarks isoliert werden. 
Das Gehirn wurde in ein ringergefülltes Blockschälchen überführt. Anschließend 
wurde die äußere Hirnhaut, die Dura mater, mittels zweier Pinzetten entfernt, um 
eine ausreichende Sauerstoff- und Glucose-Versorgung des Gehirns zu 
gewährleisten. Die Pia mater wurde über denjenigen Bereichen des Gehirns 
abgezogen, in denen Tracer-Applikationen geplant waren. Anschließend wurde das 
Präparat über Nacht bei 4°C in etwa 250 ml oxygeniertem Ringer aufbewahrt. 
 
2.3 Immunhistochemische Untersuchungen der c-fos 
Expression 
2.3.1 c-fos als Aktivitätsmarker 
Das zelluläre Proto-Onkogen c-fos ist zur Detektion von neuraler Aktivität im 
Nervensystem der Amphibien bereits erfolgreich getestet worden (Ubink et al. 1997; 
Cobellis et al. 1999; Yao et al. 2004; Burmeister et al. 2008; Laberge et al. 2008).  
 
Die Aktivierung einer Nervenzelle durch einen extrinsischen Stimulus (physiologisch, 
elektrisch oder pharmakologisch) führt zu einer schnellen und vorrübergehenden 
Exprimierung des Proto-Onkogens, das wiederum das instabile nukleare 
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Phosphoprotein c-fos codiert. Das c-fos-Protein gehört zu der Familie der 
„immediated-early genes“ (IEG), dessen Induktion von der Aktivität postsynaptischer 
Rezeptoren abhängig ist (Armstrong & Montminy 1993; Clayton 2000; Velho et 
al. 2005). Die schnelle Signalübermittlung von der Zelloberfläche zum Zellkern wird 
über Phosphorylierung von verschiedenen Proteinen ausgeführt, wodurch c-fos 
mRNA gebildet wird. Nach seiner Translation im Zytoplasma wird das c-fos Protein 
zurück in den Zellkern transportiert, wo es als Transkriptionsfaktor an der Regulation 
der Transkriptionsrate von Genen des Zellmetabolismus und zellulärer Funktionen 
beteiligt ist (siehe Abb.2; Morgan & Curran 1989, 1991).  
 
Da die Expression von c-fos mit neuronaler Aktivierung korreliert (Sager et al. 1988), 
können mit Hilfe immunohistochemischer Untersuchungen distinkte Hirnregionen, die 











An 5 Versuchstieren wurde eine erfolgreiche c-fos Aktivierung durchgeführt. Dabei 
gab es ein Kontrolltier, drei akustisch stimulierte Tiere und ein akustisch stimuliertes 
Tier mit vorheriger Hormonbehandlung (2x 5000 Units humanes 
Choriongonadotropin, Sigma Deutschland).  
 
Basierend auf früheren Experimenten, die eine Reduzierung der c-fos Produktion 
nach wiederholter Stimulierung von extrinsischen Reizen zeigten (Melia et al. 1994; 
Mello et al. 1995; Clayton 2000), wurden adulte Männchen eine Woche vor 
Versuchsbeginn in einen schallisolierenden Raum gebracht. Hier wurden sie in 
einem 30 x 20 x 20 cm Aquarium gehalten, das mit Wasser gefüllt war. Künstliche 
Beleuchtung wurde von zwei Leuchtstoffröhren generiert, die in einem Tages- und 
Nachtrhythmus (14h/10h) arbeiteten und über dem Aquarium hingen. Ein 
Lautsprecher (WS 13 NG/MRS 13 NG 8Ω, VISATON, Deutschland) stand leicht 
versetzt zum Aquarium. Über diesen wurden während der akustischen Stimulation 
Rufatrappen präsentiert, die mit einer Software (RPvdsEx, V.5.4, Trucker-Davies 
Technologie, USA) synthetisiert wurden. Die digital-analog-Konvertierung erfolgte 
mittels eines externen Mikroprozessors (TDT, RM2). Die Signale wurden verstärkt 
(HVA-6060 CD, Renkforce) und zu dem Lautsprecher transferiert.  
 
Schallaufnahmen wurden während des Experiments über ein Kondensatormikrofon 
(Typ 2235, Brüel & Kjaer, Deutschland) durchgeführt, das an ein 
Schallpegelmessgerät angeschlossen war. Somit konnten Schallattrappen im 
schallisolierten Raum kontrolliert sowie mögliche Antwortrufe des Versuchstiers 
analysiert werden. Das Mikrofon hing über dem Aquarium. Um jegliche Störungen 




Die c-fos Immunhistochemie diente der Kartierung von Gehirnaktivität bei rufaktiven 
Männchen. Es sollte überprüft werden, welche Gehirnareale durch akustische 
Stimulation aktiviert und identifiziert werden können. Aus diesem Grund wurden die 
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Versuchstiere 30 Minuten mit artifizielle konspezifische Paarungsrufe stimuliert 
(Ruffrequenz: 650 und 750 Hz; Rufdauer: 115 ms; Rufintervall: 900 ms; 
Schalldruckpegel: 70± 0,5 DB). Unterschiedliche Antwortreaktionen eines 
Versuchstieres, z.B. Einzelrufe, antiphones Rufen, Spontanrufe oder lediglich das 
Hören der Signale, sollten Aufschluss über das jeweilige Expressionsmuster geben 
und damit eventuelle Veränderungen der neuronale Aktivität aufzeigen. Besonderes 
Interesse lag bei der Aktivierung von vokalisationsrelevanten Arealen, speziell der 
Area praeoptica. 
 
Für die Markierung von c-fos wurde nach einem Protokoll von Prof. Dr. Ursula Dicke 
(Institut f. Hirnforschung, Universität Bremen, persönliche Mitteilung) gearbeitet: 
Nach einer Überlebenszeit von 120 Minuten wurden die Tiere dekapiert und 
schließlich präpariert. Aufgrund der schnellen Expression des c-fos Gens und der 
geringen Halbwertszeit des Fos Proteins (Sheng & Greenberg 1990; Burmeister et al. 
2008), wurde die Dekapierung und die Präparation innerhalb von 15 Minuten 
durchgeführt. Nach 2 Stunden Immersionsfixierung wurde das Gehirn 2 x 10 Minuten 
in 0,1 M Phosphatpuffer (PB; siehe 2.7.1) gespült, um die Rückstände der Fixierung 
zu entfernen.  
 
Für die Einbettung wurde das Gehirn für eine Stunde in 15% Saccharose-Lösung 
(AppliChem, Darmstadt) gegeben. Die Saccharose entzieht dem Gewebe Wasser, 
damit die Zellen beim späteren Gefrieren nicht durch die entstehenden Eiskristalle 
zerstört werden. Anschließend wurde das Gehirn für 30 Minuten in eine Saccharose-
Lösung mit Einbettmedium (Tissue Freezing Medium, Leica, Deutschland; 
1:1 Gemisch) überführt. Anschließend wurde das Gehirn mit Einbettmedium bedeckt 
und auf einen Messingblock mittels flüssigen Stickstoffs eingefroren. Mit einem 
Gefriermikrotom (Leica CM 3050 S, Germany) wurden 30 µm dicke Schnitte 
angefertigt und auf Objektträger übertragen, die mit 0,05 % Chromalaun und 0,5 % 
Gelatine beschichtet waren. Die Schnitte wurden auf einer Wärmeplatte (37°C -
 40°C) für 30 Minuten angetrocknet und mit einem hydrophoben PAP-Pen (Science 
Services, Deutschland) umfahren, um die später aufgetragenen Lösungen auf dem 
Objektträger zu halten. 
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Nach 3 x 10 min Waschen in PB wurden 500 µl unspezifisches Blocking-Serum 
aufgetragen. Das Serum bestand aus 150 µl Ziegennormalserum (NGS, Vectastain 
ABC Rabbit-Kit, Linaris, Deutschland; siehe 2.7.4) in 10 ml PB. Nach einer 
Inkubation von 60 Minuten wurde das Serum abgeschlagen und 500 µl primäre 
Antikörper-Lösung aufgetragen. Das Rabbit Anti-c-fos (sc-253; polyclonal, Santa 
Cruz, Heidelberg, Germany) wurde in 0,5 % Triton-X 100 + 0,5 % NGS + 0,3 % BSA 
(Rinderserumalbumin; AppliChem, Darmstadt) in PB 1:4000 verdünnt und 24 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Triton-X 100 perforiert dabei die Zellmembran, so 
dass große Moleküle wie Antikörper und später der Avidin-Biotin-Komplex in die 
Zellen eindringen können. Nach 24 h wurden die Schnitte 3 x 10 Minuten in PB 
gespült, um nicht die gebundenen primären Antikörper auszuwaschen. Der 
sekundäre Antikörper (biotinyliertes Goat anti-Rabbit IgG, Vectastain ABC Rabbit-Kit, 
Linaris, Deutschland) wurde in 10  ml TBS plus 50 µl NGS gelöst und 500 µl 
Antikörperlösung pro Objektträger aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug 
60 Minuten. Um die Schnitte von überschüssigen sekundären Antikörpern zu 
befreien, wurden diese 3 x 10 Minuten in PB gespült. Der Avidin-Biotin-Komplex 
(Vectastain ABC Rabbit-Kit, Linaris, Deutschland) besteht aus Avidin und 
biotinylierter Meerrettichperoxidase (Horse-Radish-Peroxidase HRP). Es wurden 
10 µl Avidin und 10 µl Biotin-HRP pro ml in PB 30 Minuten vorher gemischt, um die 
Bildung des AB-Komplexes zu gewährleisten. Da der sekundäre Antikörper ebenfalls 
biotinyliert war, kam es dadurch zur hochaffinen Bindung zwischen noch freien 
Bindungsstellen am Avidin des AB-Komplexes und dem Biotin des sekundären 
Antikörpers. Die Schnitte wurden 60 Minuten in dieser Lösung inkubiert. Nach 3 x 10 
min spülen in PB wurden die Objektträger der DAB-Nachweisreaktion (siehe 2.5.2; 





2.4.1.1 Neurobiotin als neuronaler Tracer 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tracings mit dem Marker Neurobiotin durchgeführt, 
das extrazellulär in den Nucleus praetrigeminalis, in das Tegmentum mesencephali 
und in die Nuclei habenulares appliziert wurde. 
 
Neurobiotin ist ein Biotin-Derivat (N-(2-aminoethyl)biotinamide, Invitrogen, 
Deutschland), das sowohl für anterograde als auch für retrograde Färbung gut 
geeignet ist (Kita & Armstrong 1991; Lapper & Bolam 1991; Huang et al. 1992). 
Durch seine positive Ladung können die Moleküle über eine Glasmikroelektrode 
iontophoretisch ins Gewebe ausgetrieben werden, so dass eine selektive Markierung 
der gewünschten Areale gewährleistet wird. Seine positive Ladung in neutraler oder 
saurer Lösung verdankt Neurobiotin seinem hohen isoelektrischen Punkt, der 
zwischen 9,6 und 10,3 liegt (Kita & Armstrong 1991).  
 
Bei einer retrograden Färbung wird der Farbstoff von efferenten Fasern, meist durch 
Endozytose, aufgenommen und ermöglicht eine Identifizierung von 
Ursprungsneuronen, die das jeweilige Areal innervieren. Der anterograde axonale 
Transport führt zur Färbung von Afferenzen und damit zur Identifizierung von 
Projektionsarealen. Hier wird der Farbstoff über das Soma oder seine Dendriten 
aufgenommen und entlang des axonalen Mikrotubulisystems zur Synapse 
transportiert (Köbbert et al. 2000). 
 
Im Vergleich zu anderen Markern ist Neurobiotin ein relativ kleines Molekül (MG 286 
kDa). Das hat den Vorteil, dass Neurobiotin viel schneller aufgenommen und weiter 
axonal transportiert werden kann und somit auch kleinste Strukturen, wie z.B. 
Terminalien oder Varikositäten, markiert werden können. Dadurch kann auch die 
Laufzeit verkürzt werden (1 - 4 Tage, anstatt 3 - 5 Tage bei höhermolekularen 
Tracern). Die sehr gute Löslichkeit in hochkonzentrierten Elektrolytlösungen 
ermöglicht zusätzlich eine Kombination aus Markerapplikation und 
elektrophysiologischen Ableitungen.  
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Die Biotinkomponente von Neurobiotin hat außerdem eine hohe Affinität zu Avidin 
und Streptavidin (Green 1990). Da Neurobiotin selbst kein Farbstoff ist, können z.B. 
Fluoreszenzfarbstoffe biotinyliert werden und an Avidin binden, so dass ein 
markiertes Neuron bzw. der axonale Transport in der jeweiligen Fluoreszenzfarbe 
leuchtet. Diese Präparate haben jedoch eine geringere Halbwertszeit als Peroxidase-
Komplexe. In diesen Experimenten wurde Biotin mit einem Streptavidin-HRP-
Diaminobenzidin-Nachweis (siehe 2.5.2) zur dauerhaften Haltbarkeit sichtbar 




Die Biotin-Tracings wurden an isolierten Hirnpräparaten durchgeführt (Luksch et al. 
1996; verändert nach Schaffer 1983). Dabei wurden sowohl Ganzhirnpräparate als 
auch medio-sagittal getrennte Hirnhälften verwendet. Der Vorteil der getrennten 
Hirnhälften lag zum einen in der visuellen Identifizierung der zu untersuchenden 
Areale und zum anderen im erleichterten Zugang mit einer Stimulations- und 
Ableitelektrode. Die Generierung von Feldpotentialen diente der Lokalisation des 
Nucleus praetrigeminalis, so dass der Marker Neurobiotin exakt appliziert werden 
konnte. 
 
Die Präparate wurden in eine mit Ringer gefüllten Durchflusskammer, dessen Boden 
mit Sylgard ausgegossen war, mit u-förmig gebogenen, rostfreien Insektennadeln 
fixiert – bei Ganzhirnpräparaten war die ventrale, bei medio-sagittal getrennten 
Hirnhälften die mediale Seite nach oben gerichtet. Oxygenierter Ringer floss durch 
einen Zuflussschlauch in die Kammer, während eine Peristaltikpumpe (Masterflex, 
7518-60) dafür sorgte, dass die Absaugung gewährleistet war. Die Temperatur der 
Ringerlösung betrug 16°C ± 0,2°C (Straka & Dieringer 1993). Diese wurde durch 
einen Thermoregler (Peltron GmbH; Deutschland) kontrolliert. Die Durchflusskammer 
war auf einem Kreuztisch befestigt und konnte relativ zu der Ableitelektrode in X- und 
Y- Richtung bewegt werden.  
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Für Elektrostimulationen wurde eine konzentrische Elektrode benutzt (siehe 
2.4.1.3.1), die über einen Stimulus-Isolator (Iso-Flex, A.M.P.I.; Israel) rechteckige 
Strompulse empfing. Die Amplitude des Strompulses konnte während der Versuche 
eingestellt werden. Die Ansteuerung des Stimulus-Isolators erfolgte über einen A/D-
Wandler (CED Micro 1401 mkII mit Expansion ADC12). Parallel war der 
Impulsgenerator (Master-8, A.M.P.I., Israel) mit dem A/D-Wandler verbunden, mit 
dem unterschiedliche Stimulusparameter eingestellt werden konnten. Für die 
Messungen der Feldpotentiale wurden biotingefüllte Ableitelektroden (siehe 
2.4.1.3.2) benutzt. Die Ableitelektrode war über einen Elektrodenhalter direkt mit 
einer Probe (WPI; USA) eines Intrazellulärverstärkers (Cyto 721, WPI, USA) 
verbunden. Mithilfe des Verstärkers konnte der Widerstand der Elektrode gemessen 
werden. Das Signal wurde mit dem A/D-Wandler (CED Micro 1401 mkll mit 
Expansion ADC 12) digitalisiert und die Aufzeichnung mit einem Messrechner 
aufgenommen. Die Messungen wurden mittels des Programms „Spike 2“ (Ver.6.04; 
CED) gesteuert und registriert und auf einem Messrechner dargestellt. Für die 
Applikation von Neurobiotin konnte über die Probe positiver Gleichstrom mittels eines 
Intrazelluärverstärkers (Cyto 721, WPI, USA) eingespeist werden. Die Position der 
Elektrode konnte mithilfe des Kreuztisches in X-, Y- und Z-Achse variiert werden. Als 
Steuerungseinheit für den Elektrodenhalter diente ein Piezo-Meter, der über ein 
Steuerelement bedient wurde (PM10-1; Piezo-Manipulator; Märzhäuser; 
Deutschland). Mit einem Binokular (MZ 16 FA; Leica, Deutschland) wurde das 
Aufsetzen und die Positionierung der Elektrode beobachtet. Eine Fluoreszenzlampe 
(Leica, Deutschland) kam zum Einsatz, wenn die Ableitelektrode zusätzlich 
Fluoreszenzfarbstoff enthielt. Die Fluoreszenzfilter (siehe 2.4.2) waren im Binokular 
eingebaut und konnten während der Versuche eingestellt werden. Niederfrequente 
Störungen wurden vermieden, da die Durchflusskammer, die Mikromanipulatoren, 
die Simulations- und Ableitelektrode, der Stimulus-Isolator und ein Binokular auf 
einem schwingungsgedämpften Tisch (TMC, USA) installiert waren. Als elektrische 
Abschirmung diente ein Faradayscher Käfig. 
 
 
Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung
 
 
2.4.1.3 Stimulations- und Ableitelektroden
2.4.1.3.1 Stimulationselektrode
Die direkte Stimulation de
bipolaren Edelstahl-Elektrode (
(Mantel)) Rhodes Medical Instruments,
Pipette (Brand GmbH, Deutschland) geschoben, 
herausschaute. Fixiert wurde die Elektrode mit warmem Wachs, das in den vorderen 
schmalen Teil der Pasteurpipette eingef
Eindringen des Ringers von der Ableitkammer in die Pipette




Es wurden konventionelle Glasmikroelektroden verwendet, die aus Borosilikatglas 
mit Filament (Länge 70 mm, Außendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 0,87 
mm, Filament 0,2 mm; Hilgenberg, Deutschland) bestanden. Das Filament 
 des Versuchsaufbaus. A = Ableitelektrode; S = Stimulationselekt
 
 
r Area praeoptica erfolgte mit einer konzentrischen 
0,2 mm Kontakt-Ø (Spitze); 0,5 mm Kontakt
 USA). Die Elektrode wurde in eine Pasteur
so dass die Spitze ca. 7









. Mit Hilfe 
 Areal 
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begünstigte die luftblasenfreie Befüllung der Elektrode mit Lösung. Gezogen wurden 
die Elektroden in einem horizontalen Mikropipetten-Puller (Modell P-87; Sutter 
Instruments Co., Flaming/Brown, USA), wobei die Parameter für den Ziehvorgang 
empirisch ermittelt wurden. 
 
Für Messungen der Feldpotentiale wurden die Elektroden mit 3 M Na-Acetat-Lösung 
befüllt. Der Elektrodenhalter enthielt an der Basis ein Silberchlorid-Pellet und musste 
ebenfalls mit 3 M Na-Acetat-Lösung befüllt werden, damit ein Kontakt zwischen 
Elektrodenlösung und Verstärker hergestellt werden konnte. Der Widerstand der 
Elektroden lag zwischen 6 MΩ und 12 MΩ. 
 
Bei extrazellulärer Färbung mit Neurobiotin wurden die Elektroden und der 
Elektrodenhalter mit einem Gemisch aus 0,3 M Na-Acetat-Lösung und 10 % Biotin 
befüllt. Im Fall von „back-fill“-Tracings der N. V Motoneurone wurde dem o.g. 
Gemisch entweder Alexa-Fluor 488 oder Tetramethylrhodamin hinzugefügt, damit die 
Elektrodenspitze unter Fluoreszenzlicht besser zu erkennen war. Der 
Elektrodenwiderstand lag hier ebenfalls bei 6 MΩ und 12 MΩ. 
 
2.4.1.4 Versuchsablauf 
Zur Identifizierung des Nucleus praetrigeminalis sollten evozierte Feldpotentiale 
registriert werden. Der Nucleus praetrigeminalis liegt ventrolateral des Cerebellum, 
caudal des Nuclues isthmi und rostromedial des Nucleus motorius nervi trigemini. 
Diese Gehirnareale dienten als Landmarke, da der Nucleus praetrigeminalis wenige 
Neurone enthält und im Gehirn nicht prominent sichtbar ist. Bei einigen Tracings 
wurde zusätzlich ein N. V Fluoreszenz-„back-fill“ durchgeführt (siehe 2.4.2.3.2), damit 
die Motoneurone als visuelle Landmarke dienen konnten. Da einige Färbungen eine 
starke Projektion zum Tegmentum mesencephali aufwiesen, sollte mit einer späteren 
Versuchsreihe aufgeklärt werden, ob das Tegmentum eventuell als Relaisstation 
zwischen der Area praeoptica und dem Nucleus praetrigeminalis fungiert.  
 
Mit einer mit biotingefüllten Ableitelektrode wurde das Gebiet in 50 µm-Abständen in 
rostrocaudaler und dorsoventraler Richtung untersucht. Die angegebene Schritttiefe 
der Piezo-Kontrolleinheit wurde auf null gesetzt, sobald die Elektrode auf dem 
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Gewebe aufsetzte. Dies wurde durch eine Spannungsänderung der Ableitspur 
angezeigt. Die erste Stimulation erfolgte direkt nach dem Aufsetzen auf die 
Gewebsoberfläche. Weitere Stimulationen folgten nach 60 µm-Abständen, um 
schließlich die stärkste Antwort zu ermitteln. Die maximale Tiefe der Messungen lag 
bei 600 µm. Da die Amplituden bei Feldpotentialmessungen relativ gering waren und 
im Rauschen der Ableitspur untergingen, wurden die Potentiale mit der Funktion 
„Waveform Average“ von der Software Spike 2 gemittelt. Bei jedem Messpunkt 
wurde die Area praeoptica zehnmal hintereinander mit einem Rechteckpuls von 1 ms 
Dauer und einer Reizstärke von 10 mA stimuliert. Das Interstimulus-Intervall betrug 2 
Sekunden. Stärkere Stimulationen führten zu einer Verletzung des Gewebes, so 
dass keine Registrierung mehr möglich war. 
 
Die extrazelluläre Applikation von 10 %igem Neurobiotin in den Nucleus 
praetrigeminalis wurde mit unterschiedlichen Stromstärken und Applikationszeiten 
durchgeführt. Abhängig von dem Elektrodenwiderstand wurde ein kontinuierlicher 
Strom zwischen +180 und 250 nA gegeben. Die Applikationszeit variierte zwischen 
30 und 45 Minuten. Die Applikationstiefe lag zwischen 250 und 280 µm gemessen 
von der lateralen Oberfläche. In das Tegmentum mesencephali und in die Nuclei 
habenulares wurde ebenfalls 10 %iges Neurobiotin iontophoretsich appliziert. Hier 
wurde für 30 Minuten ein Strom von 250 nA gegeben. Die Applikationstiefe lag 
zwischen 30 und 80 µm.  
 
Danach wurden die Gehirnhälften für zwei Tage bei 4°C in Ringer aufbewahrt. Um 
einen guten Transport des Farbstoffes zu gewährleisen, wurde täglich frisch 
oxygenierter Ringer hinzugefügt und für ca. 2 Stunden bei Raumtemperatur belassen. 
Danach folgte die Fixierung (siehe 2.5.1). Die immersionsfixierten Hälften wurden 
3 x 10 Minuten in PB gespült und in Agar-Agar (siehe 2.7.3) eingebettet. Nach 
Aushärtung des Einbettmediums wurden mit einem Vibratom (VT 1200 S, Leica, 
Deutschland) 50µm dicke Transversal- oder Sagittalschnitte angefertigt und diese auf 
Chromalaun–Gelatine beschichtete Objektträger übertragen. Während des 
Schneidevorgangs befand sich das Gehirn fortwährend in PB. Die Schnitte wurden 
auf einer Wärmebank bei 37°C - 40°C für 30 Minuten getrocknet und mit einem PAP-
Pen (Science Service, Deutschland) umrandet, damit die anschließend aufgetragene 
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Streptavidin-HRP-Lösung (Amersham Biosiences, UK; 2 %ig in PB + 0,5 % Triton-
X 100) nicht von den Objektträgern herunterfließen konnte. Die Inkubationszeit 




Neben den Biotin-Tracings wurden auch Fluoreszenzfarbstoffe für Einzel- und 
Doppelfärbungen am isolierten Hirnpräparat durchgeführt. Für die Experimente 
wurden Dextranamin-gekoppeltes Tetramethylrhodamin und Alexa Fluor® 488 
verwendet. Beide Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit 0,1 M PB aliquotiert und bei        
- 20°C aufbewahrt.  
 
Dextrane sind hydrophile Polysaccharide, die sich u.a. durch eine hohe 
Wasserlöslichkeit, geringe Toxizität und ein mäßiges bis hohes Molekulargewicht 
auszeichnen. Ihre poly-(α-D-1,6-glucose)-Verbindung schützt sie vor einer 
Aufspaltung durch endogene Glycosidasen (Haugland 1996). Als neuronale Tracer 
werden Dextrane meistens in konjugierter oder biotinylierter Form verwendet und für 
Fasertraktfärbungen (tract tracing), Transplantationen und Cell Fate Mapping 
eingesetzt (Glover et al. 1986; Vercelli et al. 2000; Gross & Hanken 2004).  
 
2.4.2.1 Tetramethylrhodamin als neuronaler Tracer 
Dextranamin-Tetramethylrhodamin ist ein Rhodaminderivat und wird sowohl 
anterograd als auch retrograd transportiert (Fritsch & Sonntag 1991; Akintunde & 
Buxton 1992; Schofield et al. 2007). Seine Laufeigenschaft ist so gut, dass Neurone 
in ihrer gesamten Form dargestellt werden können, einschließlich des Axons und 
Axonkollateralen, sowie der dendritischen Verzweigungen und Spines.  
 
Das Maximum der Absorption von Dextranamin-Tetramethylrhodamin liegt bei einer 
Wellenlänge von λabs = 555 nm, das der Emission bei λem = 580 nm. Eine besondere 
Eigenschaft ist zudem seine hohe Photostabilität. Für die Tracings wurden zwei 
verschiedene Molekulargewichte (MG) benutzt: Das 10 kDa und das 3 kDA 
Dextranamin (Life Technology, Deutschland). Beide tragen eine negative Ladung 
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und können mit Glutaraldehyd fixiert werden. Der Vorteil des kleineren MG ist nicht 
nur seine höhere Ausbreitungsgeschwindigkeit, sondern auch die bessere 
Detektierung feinster Strukturen (Fritzsch 1993). 
 
2.4.2.2 Alexa Fluor® 488 als neuronaler Tracer 
Die Alexa Fluor® Farbstoffe sind gegenüber den herkömmlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen (Lucifer Yellow, Fluorescein, Rhodamin) stärker 
fluoreszierend, photostabiler und unempfindlicher im pH Bereich von 4-10 (Panchuk–
Voloshina et al. 1999). Ihre jeweilige Zahl am Ende des Namens steht für die 
optimale Absorptionswellenlänge in nm, angeregt durch einen Argon-Ionen-Laser 
bzw. ab einer Wellenlänge von 600 nm mit einem Helium-Neon-Laser. 
 
Das Absorptionsmaximum von Dextranamin Alexa Fluor® 488 liegt bei λem =495 nm 
und das Emissionsmaximum bei λem =519 nm. Färbungen mit Alexa Fluor® 488 (Life 
Technology, Deutschland) wurden mit einem MG von 10 kDa durchgeführt. Der 
Fluoreszenzfarbstoff ist negativ geladen und mit Glutaraldehyd fixierbar. 
 
2.4.2.3 Versuchsaufbau 
Für Einzel- und Doppelfärbungen wurden die Fluoreszenzfarbstoffe mittels eines 
Nanoinjektors in das Gehirn appliziert, da diese Technik u.a. eine höhere 
Volumengenauigkeit ermöglich, während für die Anfärbungen der Motoneurone des 
N. trigeminus (N. V) „back-fill“-Tracings dienten. Im Folgenden werden beide 
Techniken genauer beschrieben: 
 
2.4.2.3.1 Nanoinjektion 
Glaskapillaren (WPI, Deutschland) wurden mit einem horizontalen Mikropipetten-
Puller (Modell P-87; Sutter Instruments Co., Flaming/Brown, USA) gezogen und 
anschließend mit Paraffinöl luftblasenfrei befüllt. Die Befüllung mit einer nicht 
komprimierbaren Flüssigkeit ist dabei sehr wichtig, um später den 
Fluoreszenzfarbstoff mit Druck aus der Mikropipette zu treiben. Unter einem 
Binokular (SZX7, Olympus, Deutschland) wurde die Elektrodenspitze mit einer 
Iridektomieschere gekürzt. Die optimale Öffnung der Elektrodenspitze betrug         
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10 - 30 µm. Das isolierte Gehirn wurde nach den Vorbereitungen in ein mit Ringer 
gefülltes Blockschälchen überführt. Da der Boden mit Sylgard ausgekleidet war, 
konnte das Gehirn mit Kaktusnadeln fixiert werden. Je nach Versuch wurde mit 
medio-sagittal getrennten oder an intakten Gehirnen gearbeitet. Der Nanoinjektor 
war an einem Mikromanipulator befestigt, mit dem die Mikropipette positioniert und in 
X-, Y- und Z-Richtung manuell bewegt werden konnte. Unter Beobachtung wurde die 
Pipette in das gewünschte Gehirnareal eingeführt. Die gewollte Menge konnte an 
einem Kontrollpanel zuvor eingestellt werden.  
 
2.4.2.3.2 „back-fill“-Tracing 
Als Vorarbeit des „back-fill“-Tracings wurden zwei kleine Schälchen aus 
Reaktionsgefäßen (Plastibrand, Deutschland) gebastelt. Dabei wurden die Enden mit 
einem Skalpell gekappt und vorsichtig eine v-förmige Einkerbung hineingeschnitten. 
 
Das isolierte Gehirn wurde anschließend in ein Blockschälchen gelegt, so dass je ein 
Schälchen neben die Nn. V positioniert und mit Vaseline stabilisiert werden konnten. 
Das distale Ende der beiden Nervenäste wurde daraufhin in die Schälchen gelegt, so 
dass die Nervenenden frei lagen. Um ein Auslaufen der Fluoreszenzfarbstoffe zu 
verhindern, wurde der proximale Anteil des Nervens mir Vaseline fixiert. Im 
Anschluss wurde das gesamte Gehirn mit Vaseline bedeckt, so dass keine 
Schädigungen durch das Austrocknen auftraten. Beide Schälchen wurden 
anschließend mit destilliertem Wasser gefüllt, damit zum einen die Nervenden 
aufquellen und zum anderen die Dichtigkeit überprüft werden konnte. Nach einer 
Wartezeit von 3 - 5 Minuten wurde das destillierte Wasser durch den 
Fluoreszenzfarbstoff ersetzt. Für das „back-fill“-Tracing wurde Dextranamin-Alexa 
Fluor® 488 benutzt. Die Füllmenge lag bei 2 - 3 µl. Wichtig war hierbei, dass die 
Nervenden komplett mit dem Farbstoff benetzt wurden. Zum Schluss wurde das 
Gehirn mit einer Box verdeckt, damit der Fluoreszenzfarbstoff vor 
Lichteinstrahlungen abgeschirmt wurde. Nach 25 Minuten Einwirkzeit wurde die 
Vaseline entfern und das Gehirn in einen mit Ringer gefüllten Erlenmeyerkolben 
überführt und über Nacht in den Kühlschrank gestellt. 
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2.4.2.4 Versuchsablauf 
Zur Aufklärung der Vokalisationsbahn bei Xenopus laevis wiesen erste anatomische 
Studien mittels Weizenkeim-Agglutinin gekoppelt an Meerrettich-Peroxidas (WGA-
HRP) auf eine direkte Verbindung zur Area praeoptica hin (Wetzel et al. 1985). Da 
WGA-HRP wahrscheinlich ein transsynaptischer Tracer ist (Köbbert et al. 2000), 
kann nicht mit Sicherheit von einer monosynaptischen Verbindung ausgegangen 
werden. Bei späteren Experimenten mit Dextranamin-gekoppelten 
Fluoreszenzfarbstoffen wurde tatsächlich keine Verbindung zwischen beiden Arealen 
verifiziert. Allerdings wurden Verbindungen zum Infundibulum, pars dorsalis und zum 
Striatum ventrale nachgewiesen (Brahic & Kelley 2003). Mit Einzel- und 
Doppelfärbungen sollten die afferenten Verbindungen zum Nucleus praetrigeminalis, 
insbesondere die Organisation zur Area praeoptica, nachgewiesen werden.  
 
Mit einer gefüllten Kapillare wurden Färbungen in der Area praeoptica, im 
Infundibulum, pars dorsalis und im Nucleus praetrigeminalis durchgeführt. In 
Abhängigkeit von der Sensitivität, der Pipettenöffnung und Einstichtiefe variierte die 
injizierte Konzentration der beiden Fluoreszenzfarbstoffe. Das Injektionsvolumen 
betrug pro Applikation 2,3 nL. Die Einwirkzeit betrug 25 - 45 Minuten. 
Doppelfärbungen wurden zwischen der Area praeoptica und dem Nucleus 
praetrigeminalis bzw. zwischen dem Infundibulum, pars dorsalis und dem Nucleus 
praetrigeminalis durchgeführt. Die Farbstoffe wurden nacheinander injiziert. Auch 
hier betrug die Einwirkzeit pro Fluoreszenzfarbstoff 25 - 45 Minuten.  
 
Nach der Applikation wurde das Gehirn für zwei Tage bei 4°C in Ringer aufbewahrt. 
Damit der Farbstoff von den Neuronen gut aufgenommen und transportiert werden 
konnte, wurde täglich frisch oxygenierter raumtemperierter Ringer hinzugefügt und 
für etwa 2 Stunden bei Raumtemperatur belassen. Danach wurde das Gehirn für 
zwei Tage mit 4 % Paraformaldehyd+1,25 % Glutaraldehyd in PB fixiert. Nach der 
Immersionsfixierung wurde das Gehirn dreimal für 10 Minuten in PB gespült und in 
Agar-Agar eingebettet. Nach Aushärtung des Einbettmediums wurden mit einem 
Vibratom (VT 1200 S, Leica, Deutschland) 50µm dicke Transversal- oder 
Sagittalschnitte angefertigt und diese auf Chromalaun–Gelatine beschichtete 
Objektträger übertragen. Während des Schneidevorgangs befand sich das Gehirn 
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fortwährend in PB. Die Schnitte wurden auf einer Wärmebank bei 37 - 40°C für 30 
Minuten getrocknet. Nach wiederholter Waschung in PB wurden die Objektträger zur 
Reduktion der Glutaraldehyd-induzierten Autofluoreszenz für 15 Minuten in ein Bad 
aus 0,25%igem Natriumborhydrid überführt. Mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe 
wurden die Schnitte dehydriert. Alle 8 Minuten kam es zu einem Wechsel des 
Alkoholbads, beginnend mit 40%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%. In 2-Propanol 
und Xylol wurden die Schnitte danach jeweils 10 Minuten aufbewahrt. Schließlich 
folgte das luftblasenfreie Eindecken mit Fluoromount (Serva, Deutschland). 
 
2.5 Aufarbeitung der Präparate 
2.5.1 Fixierung 
Alle präparierten Gehirne wurden immersionsfixiert. Die Lösung bestand aus 4 % 
Paraformaldehyd (Serva, Deutschland) und 1,25 % Glutaraldehyd (Serva, 
Deutschland) in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4. Dadurch wird das Gewebe gehärtet 
und Zellen behalten ihre Struktur und Form bei, indem einzelne Proteine und 
Aminosäuren vernetzt werden. Die Fixierung erfolgte über Nacht im Kühlschrank. 
 
2.5.2 DAB-Nachweisreaktion 
Bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxid färbt 3,3´-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB, Boehringer Ingelheim, Mannheim) Streptavidin- und Avidin-
gekoppeltes HRP braun. Durch den Zusatz von Schwermetallen wird eine 
kontrastreichere Schwärzung erzielt (Adams et al. 1981). Das Wasserstoffperoxid 
entsteht langsam während der Reaktion von Glucose und Glucoseoxidase (Shu et al. 
1988). Dies ermöglicht einen rechtzeitigen Abbruch der Färbung, wenn die Schnitte 
genügend geschwärzt erscheinen. Die Inkubationszeiten betrugen zwischen 
10 Minuten und 30 Minuten. Anschließend wurden die Objektträger dreimal für 
10 Minuten in PB gespült, um die Reaktion zu stoppen und um DAB-Überschüsse zu 
entfernen. Mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte dehydriert. 
Alle 8 Minuten kam es zu einem Wechsel des Alkoholbads, beginnend mit 40%, 60%, 
70%, 80%, 90%, 96%, 100%. In 2-Propanol und Xylol wurden die Schnitte danach 
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2.6.1 Mikroskopische Aufnahmen 
Unter einem Aufrecht-Fluoreszenz-Mikroskop (BX61, Olympus, Deutschland) wurden 
alle behandelten Schnitte bei 100 – 400 facher Vergrößerung visualisiert. 
Ausgewählte Schnitte wurden daraufhin mit Hilfe einer Digitalkamera (DP71, 
Olympus, Deutschland) abfotografiert, wobei ein motorisiertes Steuerelement plus 
Handschalter (BX-UCB) ein vereinfachtes Umschalten zwischen Durchlicht- und 
Fluoreszenzmikroskopie ermöglichten. Für die Fluoreszenzfarbstoffe Dextranamin-
Tetramethylrhodamin und Dextranamin-Alexa Fluor 488 wurden die Filter U-MNIBA 
(BP-Filter 510-550 nm) und U-MWG (LP-Filter 590 nm, Olympus, Deutschland) 
benutzt. Für die Analyse wurden mit dem Programm cell*f (Version 2.4; Olympus 
Soft Imaging Solutions GmbH, Deutschland) Stapelaufnahmen mit einer „step-
size“ von 1,5  µm angefertigt. Die Bilder wurden mit einer Auflösung von 4080x3072 
Pixel erfasst, so dass insgesamt 11 Bilder entstanden. Mit Hilfe der Software Helicon 
Focus (Version 5.3; Helicon Soft Ltd., Kharkov, Ukraine) wurden die jeweiligen 
Bildserien zu einem Bild zusammengebaut, so dass die unterschiedlichen 
Schärfentiefen kombiniert wurden und ein scharfes und kontrastreiches Bild entstand. 
Die einzelnen Bilder wurden mit Adobe Photoshop (Photoshop CS4; Adobe System, 
USA) zusammengefügt und je nach Qualität der Färbungen konnte noch zusätzlich 
der Kontrast und die Helligkeit angepasst werden. Die Größe der Applikationsstelle 
wurde mit einem Objektmikrometer (0,01 mm, Wild Heerbrugg) ausgemessen. 
 
2.6.2 Nomenklatur 
Die Nomenklatur der dargestellten Fotos und der schematischen 
Übersichtszeichnungen beziehen sich bezüglich des Telencephalon hauptsächlich 
auf Northcutt & Kicliter (1980) und Endepols (2004a), des Diencephalon auf Neary & 
Northcutt (1983), des Torus semicircularis auf Potter (1965a) und für alle weiteren 
Gehirnabschnitte auf Ten Donklelaar (1988a). 
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2.6.3 Immunhistochemische Untersuchungen 
Mittels der c-fos Immunhistochemie sollte die Verteilung und Häufigkeit markierter 
Somata im Gesamthirn akustisch stimulierter Männchen bewertet werden. Um einen 
Überblick der aktivierten Kerngebiete zu erhalten, wurden die Schnittserien unter 
einem Mikroskop analysiert. Mit Hilfe des Differential-Interferenz-Kontrast (DIC) 
konnte die Ausdehnung und Lage der Kerngebiete kontrastreich dargestellt werden 
ohne die Notwendigkeit einer zusätzlichen Gegenfärbung.  
 
Ausgewählte Schnitte wurden daraufhin abfotografiert und in das Programm Image J 
(Version 1.44p; entwickelt von Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) 
importiert. Da die Anzahl der Versuchstiere und der markierten Neurone relativ 
gering war, wurden die Zellkörper manuell ausgezählt. Mit dem Programm „Cell 
Counter“ wurde jedes markierte Neuron mir einer Zahl versehen und automatisch 
addiert. Die Anzahl markierter Neurone wurde dann in eine Schemazeichnung 
übertragen. Dafür wurden vergleichbare Nissl-Schnitte (Schnell-Nissl-Methode, 
Burck 1988) abfotografiert und mit dem Programm Corel Designer© X4 (Corel 
Corporation 2008) bearbeitet. Der Schnitt sowie die prominenten Kerngebiete 





Mittels der Tracing-Studien sollte die Konnektivität zwischen dem Nucleus 
praeopticus anterior und dem Nucleus praetrigeminalis ermittelt werden, sowie 
eventueller Zwischen- und/oder Relaisstationen. Folglich wurde die Verteilung von 
retrograd markierten Somata und anterograd markierten Fasern bewertet und 
dargestellt. Es wurden sowohl Sagittal- als auch Transversalschnitte angefertigt und 
analysiert.  
 
Für die Darstellung ausgewählter Schnittserien wurden repräsentative 
Schemazeichnungen angefertigt, die alle wichtigen Bereiche, in denen markierte 
Strukturen beobachtet wurden, umfassen. Für die Darstellung der Sagittal- und 
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Transversalschnitte wurden die zuvor erstellten Fotografien ausgesuchter 
Schnittserien (siehe 2.6.1.) mit dem Programm Corel Designer© X4 (Corel 
Corporation 2008) weiter bearbeitet, wobei die jeweiligen Umrisse des gesamten 
Schnittes und der dazugehörigen Kerngebiete dargestellt wurden. Zur Bestimmung 
der einzelnen Kerngebiete dienten Nissl-Färbungen. Die angefärbten Strukturen 
wurden in die entsprechenden Gebiete eingezeichnet. 
 
Zwei Biotin-Färbungen wurden zeichnerisch rekonstruiert. Alle Hirnschnitte, die 
markierte Strukturen aufwiesen, wurden mit Hilfe eines Zeichentubus auf Pauspapier 
nachgezeichnet, das wiederum auf einen Leuchtplatte befestigt war. Mittels eines 
Scanners (Konika Minolta; bizhub C220; Deutschland) wurden die Bilder als PDF 
umgewandelt und mit Adobe Photoshop CS4 entsprechend ihrer Reihenfolge 
zusammengefügt, so dass zweidimensionale Bilder entstanden. Die rekonstruierten 
Bilder wurden mit Corel Draw vektorisiert und in zuvor angefertigte 
Schemazeichnungen (s.o.) eingefügt.  
 
2.6.4.2 Fluoreszenz-Tracing 
Für die Darstellung der Fluoreszenzbilder wurden Übersichtsaufnahmen 
ausgewählter Tracings hergestellt (siehe 2.6.1). Die bearbeiteten Einzelbilder wurden 
mit dem Programm Adope Photoshop CS4 zu einem Panoramabild 
zusammengesetzt. Hierbei war es wichtig, dass eine 25% Überlappung der 
jeweiligen Einzelbilder vorhanden war. Bestimmte Bildbereiche, wie z.B. der 
Applikationsort und markierte Strukturen, wurden daraufhin mit dem Programm 
Photoshop manuell vergrößert. Nach Bearbeitung der Bildqualität, mittels 
Tonwertkorrektur bzw. Kontrastanpassung, wurden die finalen Bilder mit dem 
Programm Corel Designer© X4 beschriftet und zusammengesetzt. Für die 
Doppelfärbungen wurden ausgewählte Einzelbilder mit unterschiedlichen Farbfiltern 
aufgenommen (siehe 2.6.1). Die Bilder sollten hauptsächlich Aufschluss über die 
Konnektivität zwischen der Area praeoptica und dem Nucleus praetrigeminalis geben. 
Um eine Überstrahlung beider Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden, wurde zunächst 
der Kontrast minimiert. Anschließend wurden beide Farbebenen mit der Funktion 
„negativ multiplizieren“ verknüpft. Dies gewährleistet eine Erkennung beider 
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unterschiedlichen Farbstrukturen in einem Bild. Für eine bessere Bildqualität wurde 
eine Kontrastanpassung und Tonwertkorrektur durchgeführt, so dass im Anschluss 
bestimmte Bildbereiche manuell vergrößert werden konnten. Die Beschriftung und 
Darstellung der Doppelfluoreszenzbilder wurde ebenfalls mit dem Programm Corel 


























2.7 Verwendete Lösungen  
2.7.1 Puffer 
Phosphat-Puffer (PB): 0,1 M; 5,44 g KH2PO4 + 28,48 g Na2HPO4 * 2H2O in  




 Stammlösung A: 43,83 g NaCl + 21 g NaHCO3 +1,49 g KCl in 1 l H2Obidest 
 
Stammlösung B: 2,94 g CaCl2 * 2H2O in 100 ml H2Obidest 
 
Stammlösung C: 2,03 g MgCl2 * 6H2O in 50 ml H2Obidest 
 
1. Schritt: 6,6 g Glucose in 1 l H2Obidest lösen 
2. Schritt: 300 ml Stammlösung A in 700 ml H2Obidest und zur Glucose-Lösung 
  geben 
3. Schritt: 30 ml Stammlösung B und 7,5 ml Stammlösung C zu 962,5 ml H2Obidest 
geben, dies stellt den dritten Liter der Gesamtlösung dar 
4. Schritt: die Gesamtlösung 30 Minuten über eine Glasfritte mit Carbogen  
  begasen. Der Frosch-Ringer sollte einen pH-Wert von 7,4 – 7,5  
  haben 
 
2.7.3 Medien 
Agareinbettmedium (4 %): 2 g Agar-Agar in 50 ml Phosphatpuffer. Durch kurzes 
aufkochen wurde der Agar in Lösung gebracht 
 
2.7.4 Gebrauchsfertige Reagenziensysteme 
Vectastain®ABC Kit:  3 ml Normal Serum + 1 ml biotinyliertes Goat anit-Rabbit 
    Immunglobulin + 2 ml Avidin DH + 2 ml biotinylierte     
    Meerrettich-Peroxidase 
 
49 
2.7.5 Sonstige Lösungen 
Streptavidinlösung: 2 % biotinyliertes Streptavidin HRP + Phosphatpuffer +        
   0,5 % TritonX 
 
DAB-Protokoll: 
Lösung 1: 1,64 g Na-Acetat in 100 ml H2Obidest lösen 
  pH 6 mit 10%iger Essigsäure einstellen 
  darin 5 mg Ammonium-Nickel-Sulfat lösen. 
 
  80 mg Kobalt-Chlorid 
  80 mg Ammonium-Chlorid 
  3-5 mg Glucoseoxidase 
  400mg D(+) Glucose abwiegen, 
  » die ersten drei Substanzen zur Lösung dazugeben 
Lösung 2: 100 mg DAB in 100ml H2Obidest lösen 
 
1. Schritt: Lösung 1 und 2 zusammenschütten. 
2. Schritt: Glucose zugeben, dann sofort die Objektträger hinein. Zuvor kurz                 
(1-2 Sekunden) in H2Obidest tauchen. 
3. Schritt: Schnitte 15 - 30 Minuten inkubieren lassen. 
4. Schritt: Objektträger in PB überführen und 3 x 10 min waschen.   








3.1.1 Befunde zur Methode 
Die Identifikationen von c-fos positiven Neuronen im Gehirn akustisch stimulierter 
Männchen der Gattung Bombina orientalis sollte Aufschluss über die Verknüpfung 
zwischen dem Hör- und Vokalisationssystem geben. Im Fokus stand dabei der 
Nucleus praeopticus anterior (vokaler Schrittmacher), dem eine wichtige Funktion bei 
der Initiierung von Paarungsrufen zugesprochen wird. Da sowohl seine 
Aktivitätskontrolle als auch seine Modulation durch Vorderhirnstrukturen weiterhin 
ungeklärt sind, sollten in rufbereiten Männchen verschiedene Antwortreaktionen 
evoziert werden, wie z.B. das Wechselrufen. Die unterschiedlichen c-fos 
Expressionsmuster sollten anschließend Auskünfte über die aktivierten neuronalen 
Korrelate im Gesamthirn geben und im Speziellen aufzeigen, ob der Nucleus 
praeopticus anterior bei allen evozierten Antwortreaktionen aktiv war. 
 
Die markierten Neuronen der erfolgreich getesteten Versuchstiere waren in der 
Regel lichtmikroskopisch gut zu erkennen und zeigten eine leicht graue bis 
tiefschwarze Färbung (Abb. 4A/B). Es wurde sowohl das Zytoplasma als auch der 
Zellkern angefärbt. Bei zwei akustisch stimulierten Tieren wurden zusätzlich auch 
Fasern in der Medulla oblongata detektiert (Abb. 4C). Die Farbintensität der Zellen 
fluktuierte innerhalb der und zwischen den Schnittserien. Das lässt sich zum einen 
auf die Halbwertszeit des Fos-Proteins und zum anderen auf die Aufarbeitung der 
Gehirne zurückführen, beispielsweise auf die Beschaffenheit des Gewebes bei 
Gefrierschnitten oder durch ungleichmäßig dicke Hirnschnitte am Kryostat. 
 
Beide Hirnhälften zeigten eine ähnliche Verteilung und Häufigkeit von markierten 
Neuronen innerhalb der Kernareale. Für die Vergleichbarkeit in der schematischen 
Darstellung wurden hauptsächlich die Werte der rechten Hirnhälfte verwendet, war 





Abbildung 4: Mikrofotografien von immunreaktiven c-fos Neuronen und Fasern 
Bild A und B zeigen markierte Neurone im Nucleus praeopticus anterior und im Nucleus raphé. Bild C 
repräsentiert angefärbte Fasern. Die Pfeile in Bild A und B weisen auf stark und schwach markierte Zellen hin. 
Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht dargestellt. Die vertikalen Balken repräsentieren die Höhe der 
Querschnitte. 
 
3.1.2 Durchgeführte Experimente 
Insgesamt wurden in dieser Arbeit fünf erfolgreiche c-fos Experimente durchgeführt. 
Tabelle 1 zeigt eine Übersicht der verwendeten Versuchstiere und deren 
Kategorisierung. Bedingung S2 erfüllen zwei Versuchstiere, die identisch behandelt 
und aus diesem Grund zusammengefasst wurden. Die markierten Neurone wurden 
zur besseren Übersicht mit unterschiedlichen Farbpunkten (schwarz/rot) dargestellt.  
Dadurch, dass der hormonelle Status eines Männchens einen Einfluss auf das 
akustisch gesteuerte Rufverhalten hat, wurden mit Ausnahme des 
hormonbehandelten Tieres (Bedingung S2+H) alle Experimente während der 
Paarungszeit durchgeführt. Das Versuchstier der Bedingung S2+H wurde vor 
Versuchsbeginn mit humanem Choriongonadotropin behandelt, so dass ähnliche 
Bedingungen bezüglich des endogenen Hormonspiegels vorlagen und das 
52 
Männchen ebenso in Rufbereitschaft war. Von den fünf Behandlungsgruppen führten 
ausschließlich die beiden Versuchstiere der Bedingung S2 Paarungsrufe aus.  
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Stimuliertes Tier 750 Hz 
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3.1.3 Lokalisation von c-fos-positiven Zellen im Gesamthirn 
Telencephalon: 
Im Bulbus olfactorius (Abb. 5A/B) wurde die höchste Anzahl an c-fos-bildenden 
Neuronen nachgewiesen. Die Granulärzellschicht (Gr) enthielt in rostrocaudaler 
Ausbreitung die höchste Zelldichte. Die Mitralzellschicht (Mi) und die Glomeruli (Gl) 
wiesen hingegen nur wenige oder keine gefärbten Zellen auf. Verglich man die 
Anzahl und Verteilung gefärbter Neurone zwischen den Versuchsbedingungen, so 
fiel auf, dass akustisch stimulierte Tiere viel mehr gefärbte Neurone aufwiesen als 
das Kontrolltier. Der Vergleich von beiden identisch behandelten Versuchstieren 
(Bedingung S2) zeigte eine heterogene Streuung und eine unterschiedliche Anzahl 
markierter Neurone. Das hormonbehandelte Tier (Bedingung S2+H) ähnelte mit 
seiner Anzahl und Verteilung gefärbter Neurone dem Kontrolltier. Da bei allen 
Versuchsbedingungen keine markierten Zellkörper im accessorischen olfaktorischen 
Bulbus (aob) beobachtet wurden, kann angenommen werden, dass das 
vomeronasale System nicht aktiviert war, sondern vielmehr nur das olfaktorische 
System. Über den medialen und lateralen olfaktorischen Trakt werden Kerngebiete 
im Telencephalon innerviert, die im folgenden Abschnitt beschrieben werden. 
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Die Verteilung und Häufigkeit von c-fos positiven Neuronen im caudalen 
Telencephalon wurde in Abb. 6A-C dargestellt. Die Gehirne akustisch stimulierter 
Männchen enthielten auch hier viel mehr markierte Neurone als das des 
Kontrolltieres. Das hormonbehandelte Tier (Bedingung S2+H) wies hingegen nur 
vereinzelt gefärbte Somata auf. 
 
Bei den vier Versuchsbedingungen wurden markierte Neurone in allen dorsalen 
Arealen, im lateralen, dorsalen und medialen Pallium, detektiert. Die Zelldichte nahm 
insgesamt in rostrocaudaler Ausdehnung zu, wobei die Anzahl angefärbter Somata 
im Pallium mediale (PM) am höchsten war. Die gefärbten Zellkörper lagen 
größtenteils ventrikelnah. Die einzige Ausnahme war ein Versuchstier der Bedingung 
S2 (Abb. 6A; schwarze Punkte), bei dem die gefärbten Somata im gesamten 
Kerngebiet detektiert wurden.  
Unterhalb des Pallium laterale (PL) liegt die „striato-pallidal transition area“ (SPTA), 
die von Moreno & González (2004) auch als Amygdala, pars lateralis bezeichnet wird. 
In diesem Areal konnten in rostrocaudaler Ausdehnung bei allen 
Versuchsbedingungen angefärbte Zellkörper nachgewiesen werden. Nach Roth et al. 
(2007) befindet sich die Amygdala, pars lateralis (LA) im caudalen Telencphalon 
(Abb. 6C). Auch in diesem Areal konnten in allen Versuchsbedingungen gefärbte 
Zellen identifiziert werden. Die Amygdala, pars lateralis wird auch als sekundäres 
olfaktorisches Zentrum betrachtet (Scalia et al. 1991). Die Amygdala, pars medialis 
(MA), die Eingänge aus dem vomeronasalen System erhält, wies dagegen nur 
vereinzelt oder keine markierten Zellkörper auf (Bedingung 1). Eine weitere Struktur 
ist der Bed Nucleus der pallialen Kommissur (BN; Abb. 6C). Mit Ausnahme von 
einem stimulierten Tier der Bedingung S2 (schwarze Punkte), wiesen alle anderen 
Tiere markierte Neurone auf. Dieses Areal ist unter anderem mit dem Pallium 
mediale reziprok verbunden (Northcutt & Ronan 1992). Ein weiterer Unterschied 
zwischen dem Kontrolltier und den stimulierten Tieren war das Auftreten Fos-
positiver Neurone im Striatum und in den Subnuclei des Septum (Abb. 6B/C). Bei 
den stimulierten Tieren wurden im Striatum ausschließlich markierte Somata 
beobachtet, die hauptsächlich im rostralen Striatum lagen. Von den Subnuclei des 
Septum wurden angefärbte Somata hauptsächlich im dorsolateralen (Sld) und im 
dorsoventralen (Slv) Septum detektiert. Beide Tiere der Bedingung S2 enthielten 
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zudem gefärbte Neurone im Septum dorsale (Sd) und centrale (Sc). Das Septum 
mediale (Sm) enthielt sehr wenige angefärbte Zellkörper, allerdings konnten die 
vereinzelten Neurone in allen stimulierten Tieren nachgewiesen werden. Das 
Kontrolltier wies nur ein markiertes Neuron im Septum dorsale (Sd) auf. Der Nucleus 
praeopticus anterior (POa), der für die Rufinitiierung von Paarungsrufen zuständig ist 
(Schmidt 1984), wies nur bei den identisch behandelten Tieren der Bedingung S2 
gefärbte Neurone auf, die im dorsalen Anteil lokalisiert waren (Abb. 6C). Alle anderen 
waren gänzlich frei von markierten Somata. Das Ergebnis steht in guter 
Übereinstimmung mit den akustischen Stimulationsversuchen, denn lediglich die 
beiden Versuchstiere der Bedingung 2 haben auf die Stimulierung mit Paarungsrufen 
geantwortet. Die anderen stimulierten Tiere enthielten jedoch markierte Neurone im 
Nucleus praeopticus posterior (POp) und im Nucleus suprachiasmaticus (SC; siehe 
















Abbildung 5: c-fos-Verteilung im olfaktorischen Bulbus von Bombina orientalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn. Die Schnittebene ist in der Ganzhirn-
Übersicht dargestellt. Die vertikalen Balken repräsentieren die Höhe der Querschnitte. 
 
Abbildung 6: c-fos Verteilung im übrigen Telencephalon von Bombina orientalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-







Abbildung 7 repräsentiert das c-fos-Expressionsmuster im Diencephalon. Auch hier 
konnten viel mehr gefärbte Neurone in den stimulierten Versuchstieren 
nachgewiesen werden als im Kontrolltier. Eine Gemeinsamkeit der vier 
Versuchsbedingungen war unter anderem die Lokalisation markierter Zellkörper im 
rostralen Nucleus suprachiasmaticus (SC). Diese wurden hauptsächlich im dorsalen 
Anteil identifiziert (Abb. 7A), der in Kombination mit dem Nucleus entopeduncularis 
posterior (EP) und den ventralen Anteilen des Thalamus (VM/VL) als homologe 
Struktur des Nucleus subthalamicus betrachtet wird und ein Teil des indirekten 
Weges der Basalganglien ist (Maier et al. 2010). Im caudalen Anteil konnten nur in 
Bedingung K und S1 markierte Zellkörper identifiziert werden, wobei die Anzahl 
markierter Neurone in Bedingung S1 höher war. Weiterhin erhält der Nucleus 
suprachiasmaticus auditorische Eingänge von aszendierenden Fasern des Nucleus 
laminaris (Tl), einem Subnucleus des Torus semicircularis (Endepols & Walkowiak 
2001), der in Bedingung S1 die meisten markierten Zellkörper aufwies (Abb. 8A). Im 
Nucleus entopeduncularis posterior (EP; Abb. 8B) wurden ausschließlich markierte 
Somata in den Bedingungen S1 und S2 identifiziert. Die thalamischen Subnuclei 
enthielten größtenteils markierte Somata.  
Bei allen Versuchstieren konnten gefärbte Zellkörper auch in den ventralen Anteilen 
(VM/VL) beobachtet werden. Die stimulierten Tiere enthielten zusätzlich gefärbte 
Somata sowohl im Nucleus anterior thalami (A) und im Nucleus centralis thalami (C), 
die ebenfalls aszendierende Eingänge aus dem Torus semicircularis erhalten, als 
auch teilweise im Nucleus posterior thalami (P). In den posterioren Subnuclei wurden 
die markierten Neurone hauptsächlich im ventralen Abschnitt bzw. im Übergang zum 
Tuberculum posterior, pars dorsalis (Tpd, Abb. 7C) lokalisiert. Bis auf das 
hormonbehandelte Tier wiesen alle anderen Versuchstiere auch im Tuberculum 
gefärbte Zellkörper auf, wobei die Anzahl markierter Neurone in den stimulierten 
Tieren viel größer war. Das Tuberculum, das in Anuren als homologe Struktur der 
Substantia nigra, pars compacta betrachtet wird, moduliert mit seinen dopaminergen 
Efferenzen das Striatum und gehört zu den Basalganglien (Marin et al. 1997a,b). 
Auch die Nuclei habenulares (Hb; Abb. 7A) wiesen bei den stimulierten Tieren einige 
markierte Somata auf. Bei der Modulation des vokalen Mustergenerators ist davon 
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auszugehen, dass der Hypothalamus, speziell der dorsale Anteil eine Rolle spielt, 
(DH; Abb. 7C), da von dort aus afferente Verbindungen zum Nucleus 
praetrigeminalis nachgewiesen wurden (Brahic & Kelley 2003). Vergleicht man das 
Kontrolltier mit den stimulierten Tieren, so fällt auf, dass hauptsächlich die beiden 
identisch behandelten Tiere der Bedingung S2 und das hormonbehandelte Tier 
(Bedingung S2+H) markierte Neurone im dorsalen Infundibulum aufweisen. Im 
Nucleus hypothalamicus ventralis (VH) konnte man aber bei allen stimulierten 
Versuchstieren markierte Neurone beobachten, jedoch mit sehr unterschiedlicher 
Verteilung. Bei Bedingung S1 lagen die Neurone direkt am Ventrikel, während bei 
Bedingung S2 eine Zellgruppe am Ventrikel und eine andere dorsolateral im 
Kerngebiet lokalisiert werden konnte. Das hormonbehandelte Tier wies nur einen 
markierten Zellkörper auf, während das Kontrolltier dagegen gänzlich frei von c-fos-



















Abbildung 7: c-fos Verteilung im Diencephalon von Bombina orientalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-








Abbildung 8 repräsentiert das c-fos-Expressionsmuster im Mesencephalon, speziell 
in den Subnuclei des Torus semicircularis und des Tegmentum. Im Kontrolltier 
konnten nur im rostralen Anteil des Nucleus principalis (Tp) und im caudalen Anteil 
des Nucleus laminaris (Tl) markierte Neurone identifiziert werden, wobei Alle 
anderen Kerngebiete keine angefärbten Zellkörper enthielten. Bedingung S1 und S2 
enthielten hingegen eindeutig mehr gefärbte Somata, obgleich die Verteilung 
unterschiedlich war. Bedingung S1 enthielt eine erhöhte Anzahl angefärbter Somata 
im Nucleus laminaris (Tl) und eine größere Anzahl markierter Neurone im 
rostroventralen Nucleus principalis (Tp), im Übergang zum anterioren Tegmentum, 
pars dorsalis (Ad). Bedingung S2 dagegen wies vereinzelte Neurone in 
rostrocaudaler Ausbreitung im Nucleus laminaris (Tl) und mehrere gefärbte 
Zellkörper im Nucleus principalis (Tp) auf. Der Unterschied innerhalb der Bedingung 
S2 lag darin, dass bei einem Tier gefärbte Zellkörper im Nucleus magnocellularis 
(Tm; rote Punkte) identifiziert wurden und bei dem anderen Tier im Nucleus laminaris 
(Tl; schwarze Punkte). Insgesamt gab es eine auffällig gute Übereinstimmung der 
markierten Hirnareale. Im Tegmentum konnte bei Bedingung S1 und S2 markierte 
Somata im anterodorsalen Subnucleus, pars dorsalis (Ad) identifiziert werden. 
Dieses Areal wird als homologe Struktur der Substantia nigra, pars reticulata 
beschrieben, da dieser Abschnitt glutamaterge Neurone und Eingänge aus dem 
Striatum erhält (Maier et al. 2010). Beide Gruppen wiesen auch im caudalen 
posterodorsalen (Pd) und posteroventralen Tegmentum (Pv) vereinzelt markierte 
Neurone auf. Bedingung S2 enthielt zudem im rostralen posteroventralen 
Tegmentum (Pv) gefärbte Zellkörper, die hauptsächlich ventral auftraten. Das 
Tectum und der Nucleus interpeduncularis (Ip; Abb. 8B) waren bei allen 





Abbildung 8: c-fos Verteilung im Mesencephalon von Bombina orientalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-








Im Metencephalon (Abb. 9) sieht die Verteilung und Anzahl markierter Somata von 
Bedingung K, S1 und S2 ähnlich aus. Gefärbte Neurone wurden im caudalen 
Nucleus secundarius isthmi (Si), im Locus coeruleus (Lc) und im Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr) identifiziert. Die Aktivierung von c-fos positiven Neuronen im 
Nucleus praetrigeminalis, dem Areal, das als Mustergenerator für Paarungs- und 
Befreiungsrufe gilt (Schmidt 1973,1974,1981), könnte als Hinweis auf eine 
Antwortreaktion der stimulierten Versuchstiere gedeutet werden, da speziell bei 
Bedingung S2 bei beiden Versuchstieren markierte Neurone im Nucleus praeopticus 
anterior (POa; Abb. 6C) beobachtet wurden. Das hormonbehandelte Tier (Bedingung 
S2+H) war gänzlich frei von markierten Neuronen. 
 
Medulla oblongata: 
Bedingung S2 enthielt als einzige Versuchsgruppe mehrere markierte Somata 
innerhalb der Medulla oblongata. Im rostralen Bereich wurden gefärbte Zellen in der 
Formatio reticularis (Fr) und im Nucleus raphé (Ra; Abb. 10A) detektiert und im 
caudalen Anteil konnten hingegen zwei gefärbte Zellkörper in der Oliva superior (SO; 
Abb. 10B) nachgewiesen werden. Der Nucleus raphé (Ra) besitzt serotonerge 
Zellkörper und moduliert unter anderem den Torus semicircularis, das ventrale 
Tegmentum und das Septum centrale und dorsale (Endepols et al. 2000; Roden et al. 
2005). Von den hier dargestellten Versuchsgruppen wies einzig Bedingung S2 in 
allen drei Hirnarealen markierte Zellkörper auf. Die gefärbten Zellkörper in der Oliva 





Abbildung 9: c-fos Verteilung im Metencephalon von Bombina orientalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-
Übersicht dargestellt. Der vertikale Balken repräsentiert die Höhe des Querschnitts 
 
 
Abbildung 10: c-fos Verteilung in der Medulla oblongata von Bombina orientalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-










3.1.4 Vergleich der c-fos-positiven Neurone in den Subnuclei der 
Area praeoptica 
Abbildung 11 - 13 präsentieren markierte Zellen in den prominenten Subnuclei der 
Area praeoptica: Nucleus praeopticus anterior, Nucleus praeopticus posterior und 
Nucleus suprachiasmaticus. Die Gegenüberstellung der Subnuclei dient der 
Aufklärung, welche Untereinheit(en) der Area praeoptica in Paarungsruf auslösenden 
Situationen aktiv sind. 
 
Abbildung 11 stellt den Vergleich von c-fos positiven Neuronen im Nucleus 
praeopticus anterior der fünf Versuchstiere dar. In Bedingung K (Abb. 11A) wurden 
keine angefärbten Neurone beobachtet. Auch Bedingung S1 und S2+H wiesen keine 
markierten Zellkörper auf (Abb. 11B/E). Nur bei den beiden Versuchstieren der 
Bedingung S2 (Abb. 11C/D) konnten angefärbte Neurone im dorsalen Anteil des 
Nucleus praeopticus anterior detektiert werden. 
 
Im caudalen Anteil der Area praeoptica veränderte sich die Verteilung markierter 
Neurone. Abbildung 12 stellt die Distribution von c-fos positiven Zellen im Nucleus 
praeopticus posterior dar. Das Kontrolltier enthielt keine markierten Somata 
(Abb. 12A). In allen stimulierten Versuchstieren konnten jedoch markierte Zellen 
identifiziert werden, wobei sich die Häufigkeit der gefärbten Zellkörper unterschied. 
Versuchstiere 2 und 5 enthielten nur ein bis zwei markierte Neurone, die im 
Kerngebiet dorsal positioniert waren (Abb. 12B/E). Versuchstiere 3 und 4 wiesen im 
gesamten Areal einige gefärbte Neurone auf (Abb. 12C/D).  
 
Abbildung 13 zeigt die Verteilung im Nucleus suprachiasmaticus. Hier fehlt der 
Schnitt von Versuchstier 3, der bei der Aufarbeitung des Gehirns verloren gegangen 
ist. Sowohl das Kontrolltier als auch die Versuchstiere 2 und 4 enthielten im dorsalen 
Part des Kerngebiets einige markierte Somata (Abb. 13A-C). Der ventrale Anteil 
enthielt bei den Versuchstieren 2 und 4 wenige angefärbte Zellkörper. Im 





Abbildung 11: Überblick über c-fos positive Zellen im Gehirn von Bombina orientalis 
Abb. 11A-E geben einen Überblick der markierten Neuronen im Nucleus praeopticus anterior. Schwarze 
Rechtecke grenzen die betreffende Region ein, wobei die schwarzen Pfeile auf angefärbte Somata hinweisen. 
Das hormonstimulierte Tier ist mit einem Stern gekennzeichnet. Die Dicke der Querschnitte betrug 30 µm. Die 






Abbildung 12: Überblick über c-fos positive Zellen im Gehirn von Bombina orientalis 
Abb. 12A-E geben einen Überblick der markierten Neuronen im Nucleus praeopticus posterior. Schwarze 
Rechtecke grenzen die betreffende Region ein, wobei die schwarzen Pfeile auf angefärbte Somata hinweisen. 
Das hormonstimulierte Tier ist mit einem Stern gekennzeichnet Die Dicke der Querschnitte betrug 30 µm. Die 






Abbildung 13: Überblick über c-fos positive Zellen im Gehirn von Bombina orientalis 
Abb. 13A-D geben einen Überblick der markierten Neuronen im Nucleus suprachiasmaticus. Schwarze 
Rechtecke grenzen die betreffende Region ein, wobei die schwarzen Pfeile auf angefärbte Somata hinweisen. 
Das hormonstimulierte Tier ist mit einem Stern gekennzeichnet Die Dicke der Querschnitte betrug 30 µm. Die 







3.2 Afferenzen /Efferenzen des Nucleus praetrigeminalis 
3.2.1 Befunde zur Methode 
Um Aufschluss über die neuronale Organisation sowie die Verschaltung der 
Kerngebiete des Nucleus praeopticus anterior (vokaler Schrittmacher) und des 
Nucleus praetrigeminalis (vokaler Mustergenerator) zubekommen, wurde mittels 
hodologischer Versuche untersucht, ob der Nucleus praetrigeminalis auf direktem 
oder indirektem Weg moduliert wird. Die Tracings wurden an der pädomorphen Art 
Bombina orientalis vorgenommen, da bezüglich der Konnektivität dieser Areale sich 
widersprüchliche Daten existieren, die aber zur Gänze von der aquatischen Art 
Xenopus laevis stammen (Wetzel et al. 1985; Brahic & Kelley 2003). Aus diesem 
Grund wurde der Marker Neurobiotin iontophoretisch in den Nucleus praetrigeminalis 
injiziert. Einige Färbungen zeigten eine starke Verbindung zwischen dem Nucleus 
praetrigeminalis und dem Tegmentum, so dass zuvor durchgeführte Tracing-
Experimente mit tegmentalen Injektionsstellen neu reevaluiert wurden. Berücksichtigt 
wurden Färbungen, die sowohl Somata als auch Fasern im Nucleus praetrigeminalis 
und im Nucleus praeopticus anterior aufwiesen (siehe Tabelle 6).  
 
Die Kombination aus optimalem Widerstand der Elektrode und richtiger 
Stromeinprägung hatte einen großen Einfluss auf die Qualität der Tracings. Bei einer 
guten Aufnahme des Tracers konnte sowohl ein retrograder als auch ein 
anterograder Transport beobachtet werden. Dabei waren axonale Strukturen, 
Terminalien, Dendriten und Somata lichtmikroskopisch gut zu erkennen und zeigten 
eine graue bis tiefschwarze Färbung. In vielen Fällen konnten auch Varikositäten und 
Spines lokalisiert werden. Bei kleineren Applikationsgebieten war die Konzentration 
des applizierten Tracers so gering, dass eher ein lokaler Transport stattgefunden hat. 
Weiterhin wurde auch eine Anfärbung von „Fibers of Passages“ beobachtet, die sich 
durch Schädigung von Fasersystemen, die durch den Bereich des Applikationsortes 
zogen, entstanden sind. 
 
Eine ergänzende Methode zur Untersuchung der neuronalen Organisation sowie der 
Verschaltung des vokalen Schrittmachers und des vokalen Mustergenerators war die 
Verwendung von Dextranamin-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen. Hierfür wurden 
70 
 
Alexa Fluor 488 und/oder Tetramethylrhodamin verwendet. Beide Substanzen 
wurden sowohl anterograd als auch retrograd transportiert und führten zu einer 
Anfärbung von Somata und Fasern.  
 
3.2.2 Durchgeführte Experimente 
Insgesamt wiesen 21 männliche Versuchstiere markierte Fasern und Somata auf. 
Tabellen 2-4 geben eine Übersicht über die durchgeführten Applikationen im Bereich 
des Nucleus praetrigeminalis und über die Kerngebiete, die markierte Afferenzen und 
Efferenzen enthielten. Es wurden folgende Unterteilungen vorgenommen: Tabelle 2 
und 3 enthalten alle Tracings, die zum einen in der Nähe der Somata und zum 
anderen im Dendritenfeld des Nucleus praetrigeminalis lagen (Abb. 14). Tabelle 4 
stellt alle Kontrollapplikationen dar, die in unmittelbarer Umgebung des Nucleus 






Abbildung 14: Schematische Darstellung der Applikationsgebiete des Nucleus praetrigeminalis 
Die farblichen Felder präsentieren die Injektionsstellen im Bereich der Somata (blau; S) und des Dendritenfeldes 
(rot; D). Die jeweiligen durchgeführten Tracings sind in Tabelle 2 und 3 aufgelistet. Die Schnittebene ist in der 








Tab. 2: Übersicht der durchgeführten Neurobiotin-Tracings nahe der Somata des 
Nucleus praetrigeminalis. Die Abkürzungen der jeweiligen Kerngebiete stehen in der 
Abkürzungsliste. Afferenzen (A) beziehen sich auf retrograd markierte Zellkörper, 
Efferenzen (E) auf anterograd markierte Fasern. Rote Sterne (*) weisen auf die 
dargestellten Tracings hin. 
 
Spezies/Datum Applikationsort Afferenzen (A) Efferenzen (E) 
Bo/20090414 Prtr  Thal, Teg, Si, Cer Thal, Teg, Si , Fr 
*Bo/20120530 (1) cPrtr Ad, Fr Str, EP, Tp, Ad, Pv, 
Cb, Si, Lc, Fr 
Bo/20120530 (2) rPrtr Fr Ip, Fr 
Bo/20120711 (1) cPrtr Fr Pv, Fr 
*Bo/20120711 (2) rPrtr Ad, Fr Pv, Si, Lc, Fr 
 
 
Tab. 3: Übersicht der durchgeführten Neurobiotin-Tracings im Dendritenfeld des 
Nucleus praetrigeminalis.  
 
Spezies/Datum Applikationsort Afferenzen (A) Efferenzen (E) 
Bo/20100525 Dendritenfeld des 
Prtr 
Str, POa, Inf, Thal, 
Teg  
Str, Inf, Thal, Ts, 
Teg 
*Bo/20100621 Dendritenfeld des 
Prtr 
POa, SC, Inf, Thal, 
IIIm, Ts, Teg, Ni, Si, 
Fr 
PM, PL, Sep, Str, 
Inf, Thal, PtG, IIIm, 
Ts, Tec, Teg, SO, 
Fr 
Bo/20120312 (1) Dendritenfeld des 
Prtr 






Abbildung 15: Schematische Darstellung der Kontrollapplikationen 
Die grünen Felder präsentieren die Injektionsbereiche der jeweiligen Kontrollapplikation. Die durchgeführten 
Tracings sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die Schnittebene ist in der Ganzhirn-Übersicht dargestellt. Die vertikalen 
Balken repräsentieren die Höhe der Querschnitte. 
 
 
Tab. 4: Übersicht der durchgeführten Kontrollfärbungen im Bereich des Nucleus 
praetrigeminalis.  
 
Spezies/Datum Applikationsort Afferenzen (A) Efferenzen (E) 
Bo/20100503 Si Str, Inf, Thal, IIIm, 
Teg, Vm 
Str, Thal, IIIm, Teg, 
Vm 
*Bo/20100511 (1) ventrales Teg  POa, POp, Inf, 
Thal, TP 
POp, Inf, Thal, TP, 
Hb 
Bo/20100606 multiple Applikation, 
Teg, Ni, Si 
POp,Thal, Tec, Cb Thal, Tec 
Bo/20100729 Ni, Si, Fr Str, SC, Thal, Ts, 
Tec, Cb 
Tec,Teg 
Bo/20100809 multiple Applikation- 
Teg, Prtr, Si, Fr 
alles gefärbt  
*Bo/20100818 multiple Applikation POp, SC, Thal, Thal, Tec, Si, Fr 
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- ventrales Neuropil 
des Teg 
PtG, Ts, Tec, Teg, 
Si, Cb, Prtr, Fr 
Bo/20120312 (1) Fr Inf Str,Amyg, Inf, Cb,  
Bo/20120312 (2) Fr Si, Cb Str, Si, Cb 
Bo/20120321(2) Fr Teg, Cb, Si Teg, Si 
Bo/20120327 (1) Fr  Inf Str, Amyg, Inf, Cb 
Bo/20120327 (2) Fr, Cb Str, Teg Str, Teg, Si 
Bo/20120402 (1) Fr (Vm) Prtr Prtr 
Bo/20120402 (2) Fr SC, Inf, Si, Prtr Ip, Si, Prtr 
 
 
3.2.3 Extrazelluläres Tracing im Bereich der Somata des Nucleus 
praetrigeminalis 
3.2.3.1 Applikation in den rostralen Anteil des Nucleus praetrigeminalis 
Die folgenden beiden Neurobiotin-Tracings wurden an medio-sagittal getrennten 
Gehirnhälften durchgeführt – ohne vorherige Stimulierung des Nucleus praeopticus 
anterior. Die Applikationen erfolgten auf der medialen Seite, wobei zuvor ein 
Fluoreszenz-„back-fill“ des Nervus trigeminus durchgeführt wurde, so dass durch 
eine Anfärbung der Motoneurone die Region des Nucleus praetrigeminalis 
eingegrenzt werden konnte (Abb 16A/B). Als zusätzliche visuelle Landmarke bzw. 
zur Eingrenzung des Applikationsgebietes dienten der prominente Nucleus isthmi, 
das Cerebellum und der Aquaeductus sylvii.  
 
Abbildung 17 repräsentiert die Daten eines Neurobiotin-Tracings nach Applikation in 
den rostralen Anteil des Nucleus praetrigeminalis. Retrograd markierte Somata 
waren im Telencephalon und im Diencephalon nicht zu finden. Im Mesencephalon 
wurden markierten Zellkörper im anterioren Tegmentum, pars dorsalis (Ad; Abb. 17I) 
beobachtet. Des Weiteren konnten im rostralen und caudalen Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr; Abb. 17L/M) und ebenso im Nucleus motorius nervi trigemini 
(Vm; Abb. 17/M) und im Nucleus motorius nervi facialis (VIIm; Abb. 17N) gefärbte 




Efferenten Verbindungen des Nucleus praetrigeminalis konnten bis zum 
Telencephalon beobachtet werden. Hier lagen gefärbte Fasern hauptsächlich im 
Striatum (Str; Abb. 17A). Abb. 17A-H veranschaulichen den Faserverlauf, der sich 
entlang des lateralen Vorderhirnbündels bewegte. Im Mesencephalon waren 
angefärbte Fasern im lateralen Neuorpil zu erkennen, die bis in den Nucleus 
principalis (Tp) und ins anteriore Tegmentum, pars dorsalis (Ad) projizierten 
(Abb. 17I). Weiter caudal konnten auch vereinzelte markierte Fasern im posterioren 
Tegmentum, pars ventralis (Pv; Abb. 17J-K) beobachtet werden. Auf Höhe des 
Applikationsortes, im rostralen Anteil des Nucleus praetrigeminalis (Prtr; Abb. 17L), 
konnten sehr viele axonale und dendritische Strukturen verifiziert werden. Wie die 
Abbildung 17L zeigt, ziehen viele Fasern ventrolateral zwischen die absteigenden 
Faserbahnen und bilden dort ein starkes Geflecht. Gerade die charakteristischen 
Dendriten des Nucleus praetrigeminalis (Prtr) konnten sehr gut nachgewiesen 
werden. Des Weiteren wurden markierte Fasern im Nucleus secundarius isthmi (Si) 
und im Locus coeruleus (LC) detektiert (Abb. 17L), was sich auch im caudalen Anteil 
des Nucleus praetrigeminalis beobachtet ließ. Erwartungsgemäß wurden auch im 
Bereich des Nucleus motorius nervi trigemini (Vm) einige markierte Fasern angefärbt, 
sowie im ventralen Anteil der Formatio reticulairs (Abb. 17M). Auch im medialen 
Neuropil liefen viele Fasern entlang (Abb. 17L-M). Auch eine starke, aber diffuse 
Projektion vom rostralen Anteil des Nucleus praetrigeminalis in die Medulla 
oblongata konnte beobachtet werden, wobei einige Fasern in der Oliva superior (SO) 




Abbildung 16: (A) Mikrofotografie der Einstichstelle im rostralen Anteil des Nucleus praetrigeminalis und dessen 
































































































































































































































































3.2.3.2 Applikation in den caudalen Anteil des Nucleus praetrigeminalis 
Abbildung 18 stellt eine Rekonstruktion dar, bei der der Applikationsort im medialen 
Neuropil des caudalen Anteils des Nucleus praetrigeminalis liegt. Auch hier wurde 
zuvor ein „back-fill“-Tracing des Nervus trigeminus durchgeführt. Im Gegensatz zum 
vorherigen Tracing wurde viel weniger Neurobiotin aufgenommen, so dass die 
Färbung insgesamt schwächer ausfiel.  
 
Kerngebiete im Tel- und Diencephalon enthielten keine markierten Zellen. Im 
Mesencephalon lagen gefärbte Somata im anterioren Tegmentum, pars dorsalis (Ad) 
(Abb. 18A). Weiterhin lagen im rostralen und caudalen Anteil des Nucleus 
praetrigeminalis markierte Neurone (Prtr; Abb. 18C/D). Im rostralen Anteil lagen die 
Somata dorsal, während im caudalen Anteil die gefärbten Zellkörper ventral lagen. 
Intrazelluläre Tracings von anterioren und posterioren Tegmentumneuronen wiesen 
Efferenzen in der Area praeoptica auf. Diese Daten unterstützen die Hypothese, 
dass das Tegmentum eine Funktion als Relaisstation bei Vokalisationsprozessen hat 
(Luksch 1994). Auch im Bereich des Nucleus motorius nervi trigemini Vm; Abb. 18E) 
konnten vereinzelt markierte Somata detektiert werden. Zwei markierte Neurone 
lagen im Nucleus dorsomedullaris (DMN) und ein markiertes Neuron im Nucleus 
motorius nervi hypoglossi (XIIm; Abb. 18H).  
 
Efferente Projektionen vom caudalen Anteil des Nucleus praetrigeminalis zogen bis 
zum Mesencephalon. Hier waren vereinzelte Fasern im anterioren Tegmentum, pars 
dorsalis (Ad) und im posterioren Tegmentum, pars ventralis bzw. dorsalis (Pv/Pd) zu 
sehen (Abb. 18A/B). Im Metencephalon konnten markierte axonale und dendritische 
Strukturen im Nucleus secundarius isthmi (Si) und im Locus coeruleus (Lc) detektiert 
werden. Die Efferenzen des rostralen Nucleus praetrigeminalis (Prtr) zogen, im 
Gegensatz zum caudalen Anteil, dorsolateral in Richtung Cerebellum (Abb. 18C). Die 
markanten Dendriten des Nucleus praetrigeminalis waren im caudalen Anteil gut zu 
erkennen (Abb. 18D/E). Sie projizierten ventrolateral zum Geflecht der absteigenden 
Fasern. Zudem konnten vereinzelte Fasern im Nervus trigeminus (N. V; Abb. 18D) 
und im Nervus stato-acusticus (N. VIII; Abb. 18F) detektiert werden. Auch der 
Nucleus dorsomedullaris (DMN) enthielt viele markierte Fasern, die weiter caudal in 
Richtung Formatio reticularis (Fr) zogen (Abb. 18F/G). Weiterhin projizierte der 
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caudale Anteil des Nucleus praetrigeminalis stark in die caudale Medulla oblongata. 
Die Fasern waren teils diffus, bis auf den Bereich des Nucleus motorius nervi 
hypoglossi (XIIm). Das Tracing könnte sowohl vokalisationsrelevante als auch 
auditorische Kerngebiete im Mesencephalon und in der Medulla oblongata markiert 

























Abbildung 18: Rekonstruktion eines extrazellulären Tracings mit Applikationsort im caudalen Nucleus 
praetrigeminalis 
Dargestellt sind die Somata (A,C,D,E,F,H), die Dendriten (C-E) und axonalen Projektionen (A-H). Die 
Einstichstelle ist mit einem roten Stern gekennzeichnet (L). Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht 







3.2.4 Extrazelluläres Tracing im Bereich des Dendritenfeldes des 
Nucleus praetrigeminalis 
Abbildung 19 (Schnittebene 1-5) stellt den Verlauf eines Neurobiotin-Tracings in 
einem Gesamthirn der chinesischen Rotbauchunke dar. Unterstützt wurde die 
Färbung durch Stimulierung der Area praeoptica, die zur elektrophysiologischen 
Kartierung des Nucleus praetrigeminalis diente. Da beide Hirnareale für die 
Initiierung und Kontrolle der Vokalisation zuständig sind, sollte mittels evozierter 
Feldpotentiale die Position des Nucleus praetrigeminalis ermittelt werden, um 
anschließend Neurobiotin exakt zu applizieren. Mit dem Neurobiotin-Tracing sollte 
primär die Organisation beider vokalisationsrelevanten Strukturen detektiert werden. 
Allerdings konnten keine Feldpotentiale im Nucleus praetrigeminalis registriert 
werden, auch nicht mit erhöhter Stromeinprägung in der Area praeoptica, was 
meistens zu einer großflächigen Zerstörung der umliegende Neuronen und Fasern 
führte (Abb. 19-S5/C). Der Marker Neurobiotin wurde daraufhin in den Bereich des 
Nucleus praetrigeminalis appliziert. Die Schwierigkeit des Tracings lag darin, dass 
der Nucleus praetrigeminalis wenige Neurone enthält und in ein großes, komplexes 
Fasergeflecht eingebettet ist (Abb. 19-S2/C und 19-S3/C; Fuller & Ebbesson 1973; 
Schmidt 1974b, 1982). 
 
Abbildung 19-S1 repräsentiert die Applikationsstelle, die in Abb. 19-S1/C nochmals 
vergrößert dargestellt wurde. Sie lag rostrolateral vom Nucleus praetrigeminalis im 
Neuropil. Man erkennt, dass ausgehend von der Gewebepenetration bis hin zur 
Applikationsstelle Neurobiotin in das Gewebe geflossen ist und somit umliegende 
Fasern und Somata zusätzlich angefärbt wurden. Demzufolge wurden mehrere 
Kerngebiete und Fasertrakte angefärbt, die nicht unmittelbar in die Generierung von 
Paarungsrufen involviert sind, z.B. der obere Olivenkomplex (SO; Abb. 19-S2/C). 
 
Abbildung 19-S1 und 19-S2 präsentieren markierte Neurone und die charakteristisch 
ventrolateral verlaufenden Dendriten des Nucleus praetrigeminalis (Prtr). Das 
Kerngebiet befindet sich rostral des Nucleus motorius nervi trigemini (Vm) und 
posteromedial zum Nucleus isthmi (Ni). Abb. 19-S2/A und 19-S3/A zeigen 
schematisch die Lokalisation der drei Kerngebiete, die in Abb. 19-S2/C und 19-S3/C 
vergrößert dargestellt wurden. Betrachtet man die Abbildung 19-S5, den 
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Stimulationsort, so erkennt man ein angefärbtes Neuron im Nucleus praeopticus 
anterior (POa; Abb. 19-S5/C und 19-S5/D). Der Marker Neurobiotin wurde retrograd 
bis in den Zellkörper transportiert. Basierend darauf stellt sich die Frage, ob der 
synaptische Kontakt direkt an den Somata oder an den dendritischen Arborisationen 
stattfindet. Dadurch, dass die Einstichstelle relativ groß ist, kann keine eindeutige 
Aussage über den direkten Kontakt zum Nucleus praetrigeminalis gemacht werden. 
Weiterhin besteht auch die Möglichkeit eines indirekten Weges. Die letztgenannte 
Möglichkeit steht in Übereinstimmung mit den Daten von Brahic & Kelley (2003), die 
auch keine direkte Verbindung beider Areale bestätigen konnten. 
 
Falls ein indirekter Weg existiert, so kommen Kerngebiete in Frage, die sowohl 
gefärbte Somata und Fasern im Nucleus praetrigeminalis und im Nucleus preopticus 
anterior enthalten. Ein Gebiet, das nach Brahic & Kelley (2003) bei Xenopus laevis 
zum Nucleus praetrigeminalis projiziert, ist das Infundibulum, pars dorsalis (dInf). 
Tatsächlich konnten auch hier vereinzelt gefärbte Somata detektiert werden 
(Abb. 19-S2/E, 19-S3/E und 19-S4/C). Da sowohl der Nucleus praetrigeminalis, die 
Area praeoptica als auch das Infundibulum hormonsensitive Zentren enthalten 
(Kelley et al. 1975; Morrell et al 1975b; Urano 1988) und eine starke Verbindung 
zwischen der Area praoptica und dem Infundibulum besteht (siehe 3.3;           
Abb. 26-S3/A und Abb. 26-S3/B), könnte dieses Areal als Zwischenstation beider 
Vokalisationszentren fungieren.  
 
Eine weitere Relaisstation könnte das Tegmentum (Teg) sein, denn ausgehend von 
der Applikationsstelle fielen sofort dicke Faserbündel auf, die sich durch das gesamte 
Areal zogen (Abb. 19-S1/C. Weiter medial wurden zudem viele markierte Zellkörper 
im Tegmentum beobachtet, die hauptsächlich im rostralen Anteil lagen (Abb. 19-
S2/D und 19-S3/D). Zusätzliche Neurobiotin-Tracings im Tegmentum (siehe 3.5) 
bestärken die Annahme, dass dieses Areal eine wichtige Rolle bei der Steuerung von 
Vokalisationsprozessen spielt. 
 
Auch der Thalamus ist eine wichtige sensorische Relaisstation. Hier erfolgt die 
Weiterleitung von auditorischen, visuellen und somatosensorischen Informationen 
über aszendierende und deszendierende Bahnen. Wetzel et al. (1983) konnten nach 
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Injektion von HRP-WGA in das dorsale tegmentale Areal der Medulla (DTAM) bei 
Xenopus laevis retrograd markierte Zellen im Nucleus thalami ventrolateralis (VL), im 
Nucleus thalami ventromedialis (VM) und im Nucleus centralis thalami (C) 
nachweisen. Abb. 19-S1/D, 19-S2/F und 19-S4/D zeigen gefärbte Somata und 
Fasern genau in diesen Subnuclei des Thalamus auf. Die Mehrheit gefärbter Somata 
lag im Nucleus thalami ventrolateralis und im Nucleus thalami ventromedialis. 
Neurobiotin-Färbungen im Nucleus centralis thalami bei Bombina orientalis weisen 
efferente Verbindungen zum Nucleus praeopticus anterior und dem Nucleus 
praetrigeminalis auf (Roden 2002). Der Nucleus centralis thalami enthielt in der 
vorliegenden Arbeit nur wenige markierte Zellkörper auf, ebenso der posteriore und 
die lateralen Subnuclei. Der Nucleus anterior thalami (A) war gänzlich frei von 
gefärbten Zellkörpern. Außerdem wurden im Nucleus motorius nervi oculomotorii 















Abbildung 19-S1: Einstichstelle im Bereich des Dendritenfeldes des Nucleus praetrigeminalis 
Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den Überblick der jeweiligen 
Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und markierten Fasern (feine 
schwarze Linien; die Einstichstelle ist grau/schraffiert dargestellt) nach einer iontophoretischen Applikation mit 
dem Marker Neurobiotin in das Dendritenfeld darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen die 
Einstichstelle (Abb. C), den ventralen Thalamus (Vlv/Vld; Abb. D) und das Striatum (Str; Abb. E). Die 






Abbildung 19-S2: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Bereich des Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr; Abb. C, schwarzer Kreis), des rostralen Tegmentum (Teg; Abb. D), des Infundibulum (Inf; 
Abb. E, schwarzer Pfeil weist auf ein markiertes Neuron hin) und Subnuclei des Thalamus (Vlv/Vld; Abb. F). Die 






Abbildung 19-S3: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Bereich des Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr; Abb. C, schwarzer Kreis), des rostralen Tegmentum (Teg, Abb. D) und des Infundibulum 
(Inf; Abb. E, schwarzer Pfeil weist auf ein markiertes Neuron hin). Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-








Abbildung 19-S4: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Bereich des Infundibulum 
(Inf; Abb. C) und Subnuclei des Thalamus (VM/C; Abb. D). Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht 







Abbildung 19-S5: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Stimulationsbereich in der 
Area praeoptica (Abb. C, schwarzer Pfeil weist auf ein markiertes Neuron hin), ein gefärbtes Neuron im Nucleus 
praeopticus anterior (POa; Abb. D) und Motoneurone des N.III (IIIm; Abb. E). Die Schnittebenen sind in der 





Abbildung 20 repräsentiert ein Fluoreszen-Tracing innerhalb des Dendritenfeldes des 
Nucleus praetrigeminalis. Die Applikation von Dextranamin-Alexa Fluor 488 erfolgte 
an einem medio-sagittal getrennten Gehirn ohne Stimulierung der Area praeoptica. 
Für gewöhnlich sahen Tracings im Bereich des Nucleus praetrigeminalis ähnlich aus. 
 
Die Färbung zeigte den charakteristischen Verlauf der Dendriten und Axone in das 
ventrale Neuropil. Auch feine Strukturen, wie Varikositäten und Terminalien waren 
gut zu erkennen (Abb. 20-S1-3/A). Die Einstichstelle lag auf Höhe des Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr) und des Nucleus secundarius isthmi (Si; Abb. 20-S1/A; weißer 
Pfeil). Abb. 20-S3/A demonstriert Neurone des Nucleus praetrigeminalis (Prtr; weißer 
Kreis). Generell stand die Färbung und folglich deren Projektionen in guter 
Übereinstimmung mit dem oben dargestellten Neurobiotin-Tracing. Das Neurobiotin-
Tracing wies allerdings eine stärkere Färbung auf, weil wesentlich mehr Neurobiotin 
injiziert worden war und entsprechend des Applikationsortes auch Fasertrakte 
verletzt worden sind. 
 
Ebenfalls in guter Übereinstimmung standen die verifizierten Somata im Tegmentum 
(Teg). In den Abb. 20-S2/A und Abb. 20-S3/A konnten Projektionen entlang eines 
Fasertraktes beobachtet werden, und es konnten auch vereinzelte markierte 
Neurone identifiziert werden (Abb. 20-S1/B; Abb. 20-S3/A). Es ließ sich jedoch nicht 
ermittel, ob die tegmentalen Neurone direkt mit dem Nucleus praetrigeminalis 
verbunden waren. 
 
Auch im Infundibulum, pars dorsalis (dInf) konnte ein gefärbtes Neuron detektiert 
werden (Abb. 20-S3/B; weißer Pfeil), speziell auf den Abb. 20-S2/A und Abb. 20-
S3/A können rostroventrale Projektionen beobachtet werden.  
 
Auch der ventrale Anteil des Nucleus laminaris (Ts) und der Nucleus cerebelli (Cb) 
enthielten einige markierte Neurone (Abb. 20-S3/C; Abb. 20-S2/A), was mit der 
Neurobiotin-Färbung übereinstimmt (siehe 3.2.3.1; Abb. 19-S2/C). Weitere 
Kerngebiete enthielten keine markierten Neurone und Fasern. In caudaler Richtung 




Übereinstimmend mit den Fluoreszenzdaten von Brahic & Kelley (2003) wiesen auch 
hier Fluoreszenzfärbungen im Bereich des Nucleus praetrigminalis keine angefärbten 




























Abbildung 20: Einstichstelle im Bereich des Dendritenfeldes des Nucleus praetrigeminalis 
Dargestellt sind Mikrofotografien einzelner Schnittebenen, welche die Verteilung von markierten Somata und 
Fasern nach Applikation des Fluoreszenzfarbstoffs Dextranamin-Alexa Fluor 488 (MG 10000 kDa) darstellen. Die 
Abkürzungen der jeweiligen Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-






3.2.5 Extrazelluläre Tracings von Kontrollapplikationen 
3.2.5.1 Tracing im ventralen Neuropil mittels multipler Injektionen 
In Abbildung 21 (Schnittebene 1-3) wird ein Neurobiotin-Tracing aufgezeigt, das 
mehrere Einstichstellen im ventralen Neuropil enthielt (Abb. 21-S1/C). Diese 
entstanden durch mehrfaches Einstechen einer Mikroelektrode in das neuronale 
Gewebe, während der Detektierung von Feldpotentialen. Auch bei diesem Versuch 
konnten keine extrazellulären Potentiale gemessen werden und folglich wurde der 
neuronale Marker Biotin in das umliegende Gebiet appliziert. Auch ohne 
Stromeinprägung wurde von den verletzten Fasern und Neuronen Neurobiotin 
aufgenommen, so dass die Bereiche der Einstichstellen stark markiert wurden. 
 
Die Einstichstellen lagen im ventralen Neuropil des Mesencepahlon und 
Metencephalon (Abb. 21-S1/B). Hier laufen wichtige aszendierende und 
deszendierende Bahnen entlang, die u.a. das Vorderhirn mit dem Hirnstamm 
verbinden, und es führen auch die Dendriten des Nucleus praetrigeminalis in dieses 
Areal hin. Abb. 21-S1/D zeigt markierte Neurone des Nucleus praetrigeminalis (Prtr), 
jedoch keine angefärbten Dendriten bzw. keine dendritische Arborisationen. Sollte 
jedoch die Verbindung von der Area praeoptica zu den medullären 
Vokalisationszentren direkt sein, so könnte eine Projektion über das ventrale 
Neuropil laufen. Es konnten jedoch keine markierten Neurone im Nucleus 
praeopticus anterior bzw. posterior (POa; POp) nachgewiesen werden (Abb. 21-S2/C 
und 21-S3/C). Im ventralen Zipfel des Nucleus praeopticus posterior (POp) wurden 
nur vereinzelt markierte Fasern gefunden (Abb. 21-S3/E). Mit großer 
Wahrscheinlichkeit wurden durch repetitive Stimulation der Area praeoptica viele 
Neurone und Fasern zerstört. Im Bereich des Nucleus suprachiasmaticus (SC) 
wurden gefärbte Somata detektiert (Abb. 21-S2/C und Abb. 21-S3/C), die in den 
Abbildungen 21-S2/D und 21-S3/D nochmals vergrößert dargestellt sind. 
 
In allen Schnittebenen konnten markierte Somata im Tegmentum (Teg) 
nachgewiesen werden, die in Abb. 21-S1/E nochmals vergrößert dargestellt werden. 
Dass in diesem Kerngebiet markierte Neurone und Fasern aufgefunden wurden, 
lässt sich dadurch erklären, dass einige Einstichstellen in der weißen Substanz des 
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Tegmentum liegen. Viele Neurone projizieren in das ventrale Neuropil (siehe 
Abb. 19-S3/D). Daher kann mit diesem Neurobiotin-Tracing keine genaue Aussage 
über die Rolle des Tegmentum während Vokalisationsprozessen gemacht werden.  
 
Das Infundibulum, pars dorsale (dInf) wies ebenfalls einige markierte Somata auf 
(Abb. 21-S2/E). Dass einige Fasern die medullären Vokalisationszentren erreichen, 
konnte auch durch Brahic & Kelley (2003) nachgewiesen werden. Das wiederum 
unterstützt die Annahme, dass der Nucleus praeopticus anterior seine Informationen 
über das Infundibulum projizieren kann und somit Informationen verstärkt oder 
unterdrückt werden. Beide Areale weisen zudem eine starke reziproke Verbindung 
auf (siehe Abb. 26; Schnittebene 3A/B). 
 
Auch Subnuclei des Thalamus wiesen einige markierte Zellkörper auf. In der latero-
sagittalen Schnittebene wurden hauptsächlich im Nucleus thalami ventrolateralis (VL) 
angefärbten Somata und Fasern detektiert (Abb. 21-S1/F). Weiter medial konnten 
gefärbte Fasern und Somata im Nucleus posterior thalami (P), im Nucleus centralis 
thalami (C) und im Nucleus anterior thalami (A) identifiziert werden. Zusätzlich 
wurden auch im Nucleus thalami ventromedialis (VM) Somata und Fasern markiert 
(Abb. 21-S2/F).  
 
Da auch die deszendierenden Bahnen des Striatum (Str) über das laterale 
Vorderhirnbündel entlang des ventralen Neuropil verlaufen, konnten auch hier 
gefärbte Somata beobachtet werden (Abb. 21-S1/G). Wie auch im vorherigen 
Neurobiotin-Tracing (Abb. 14-S5/E) wurden auch im Nucleus motorius nervi 









Abbildung 21-S1: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins ventrale Neuropil darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen die multiplen Applikationsorte im 
ventralen Neuropil (Abb. C), gefärbte Neurone im Nucleus praetrigeminalis (Prtr; Abb. D, schwarzer Kreis), 
gefärbte Neurone im Tegmentum (Teg; E), gefärbte Neurone im Nucleus thalami ventrolateralis (VL; Abb. F) und 
gefärbte Neurone im Striatum (Str; Abb. G). Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht dargestellt. Der 





Abbildung 21-S2: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins ventrale Neuropil darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Stimulationsbereich in der 
Area praeoptica (Abb. B-C, graue Fläche), ein gefärbtes Neuron im Nucleus suprachiasmaticus (SC; Abb. D, 
schwarzer Pfeil), im Infundibulum, pars dorsalis (Abb. E) und im Nucleus thalami ventromedialis (VM; Abb. F). Die 






Abbildung 21-S3: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins ventrale Neuropil darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Stimulationsbereich in der 
Area praeoptica (Abb.B-C, graue Fläche), gefärbte Neurone im Nucleus suprachiasmaticus (SC; Abb. D), 
gefärbte Fasern im ventralen Zipfel des Nucleus praeopticus posterior (POp; Abb. E) und gefärbte Motoneurone 
des N.III (IIIm; Abb. F, schwarze Pfeile weisen auf gefärbte Neurone hin). Die Schnittebenen sind in der 






3.2.5.2 Applikation in das ventrale Tegmentum 
Abbildung 22 (Schnittebene 1-4) repräsentiert den Verlauf eines Neurobiotin-
Tracings nach Applikation in das ventrale Tegmentum, wobei hier die starke Färbung 
im Bereich des Einstichortes auffällt (Abb. 22-S1/C). Insgesamt konnte ein starker 
retrograder Transport beobachtet werden, der im Wesentlichen eine erhöhte Anzahl 
markierter Somata und Fasern in rostraler Ausdehnung aufwies. Im Bereich der 
Medulla oblongata konnten nur sehr wenige Fasern detektiert werden, was durch die 
Läsion neben der Einstichstelle begründet sein könnte (Abb. 22-S1/C).  
 
Im Vergleich mit dem vorherigen Tracing (3.2.5.1) konnte an dieser Stelle ein 
angefärbtes Neuron im Nucleus praeopticus anterior (POa) nachgewiesen werden 
(Abb.  22-S4/C). Da der Marker Neurobiotin sowohl von Strukturen des Neuropils als 
auch vom Tegmentum aufgenommen wurde, könnten möglicherweise efferente 
Fasern des Nucleus praeopticus anterior durch beide Areale laufen. Die Tatsache, 
dass der Transport hier geringer ausfiel als im vorherigen Tracing, bestärkt eher den 
Verlauf der Projektionen durch das Tegmentum, wenngleich die Stimulation in der 
Area praeoptica wesentlich kleiner war als in dem Tracing zuvor (Abb. 21-S2/C und 
21-S3/C). Der Nucleus praetrigeminalis (Prtr) war gänzlich frei von angefärbten 
Strukturen (Abb. 22-S1/E), was ebenfalls durch die größere Läsion neben der 
Einstichstelle bedingt sein könnte.  
 
Im Infundibulum, pars dorsalis (dInf) konnten nur vereinzelt markierte Neurone 
nachgewiesen werden (Abb. 22-S2/C und 22-S3/C). Die Verteilung der detektierten 
Somata entsprach den Ergebnissen der zuvor beschriebenen Tracings (Abb. 19-
S4/C und 21-S2/E). Im Tuberculum posterior (Tp, Abb. 22-S3/E), das mit der 
Substantia nigra, pars compacta der Säugetiere homologisiert wird und zu den 
Basalganglien gehört, konnten weitere markierte Neurone registriert werden. Eine 
Beteiligung der Basalganglien während des Vokalisationsprozesses wurde bereits 
bei verschiedenen Vertebraten nachgewiesen (Kao et al. 2005; Schwartz et al. 2011). 
Im Thalamus wurden gefärbte Somata im Nucleus thalami ventrolateralis (Vlv), 
Nucleus thalami ventrodorsalis (Vld) und im Nucleus thalami ventromedialis (VM) 
nachgewiesen (Abb. 22-S1/D und Abb. 22-S2/D). Dies bestätigt die Ergebnisse der 
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vorliegenden Neurobiotin-Tracings, ebenso die angefärbten Somata im Tegmentum 
(Teg; Abb. 22-S2/E). 
 
Eine Besonderheit war der markierte Bereich der Nuclei habenulares (Hb; Abb. 22-
S4/E). Bei Säugetieren spielen die Nuclei habenulares eine wesentliche Rolle als 
motor-limbisches Interface, da sie hauptsächlich Informationen von pallialen, 
limbischen und hypothalamischen Afferenzen erhalten und selbst über den 
Fasciculus retroflexus zum Nucleus interpeduncularis und zum Nucleus raphé 
projizieren (Harris et al. 1996). Es ist anzunehmen, dass der Nucleus 
interpeduncularis oder der Fasciculus retroflexus durch die Mikroelektrode verletz 























Abbildung 22-S1: Einstichstelle im Bereich des ventralen Tegmentum und Neuropil 
Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den Überblick der jeweiligen 
Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und markierten Fasern (feine 
schwarze Linien; die Einstichstelle ist grau/schraffiert dargestellt) nach einer iontophoretischen Applikation mit 
dem Marker Neurobiotin ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen die 
Einstichstelle (Abb. C), den ventralen Thalamus (Vlv/Vld; Abb. D) und den Nucleus praetrigeminalis (Prtr; Abb. E). 






Abbildung 22-S2: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A), die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren markierte Neurone zum einen im Bereich 
des Infundibulum (Inf; Abb. C, schwarze Pfeile), im Thalamus (VM; Abb. D) und im Tegmentum (Teg; Abb. E). Die 







Abbildung 22-S3: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A) und die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin, ins 
Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren markierte Neurone im Bereich des Infundibulum 
(Inf; Abb. C, schwarze Pfeile), im Thalamus (VM; Abb. D) und im Tuberculum (TP; Abb. E). Die Schnittebenen 






Abbildung 22-S4: Dargestellt sind schematische Sagittalschnitte durch das Gehirn, welche zum einen den 
Überblick der jeweiligen Kerngebiete im Schnitt (A) und die Verteilung von markierten Somata (Kreise) und 
markierten Fasern (feine schwarze Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit dem Marker Neurobiotin 
ins Metencephalon darstellen (B). Die Mikrofotografien präsentieren zum einen den Stimulationsbereich in der 
Area praeoptica (Abb. C, schwarzer Pfeil weist auf ein markiertes Neuron hin), ein gefärbtes Neuron im Nucleus 
praeopticus anterior (POa; Abb. D) und markierte Fasern in den Nuclei habenulares (Hb; Abb. E). Die 




3.2.6 Verbindungen des Nucleus praetrigeminalis 
Die folgenden Schemazeichnungen repräsentieren eine Übersicht der afferenten 
(rot) und efferenten (schwarz) Verbindungen der oben beschriebenen Tracer-
Applikation im Bereich des Nucleus praetrigeminalis.  
 





Abbildung 23: Afferente (rot) und efferente (schwarz) Verbindungen nach Applikation nahe der Somata 
des Nucleus praetrigeminalis 
Abbildung A repräsentiert ein Neurobiotin-Tracing im rostralen Anteil des Nucleus praetrigeminalis und Abbildung 
B im caudalen Anteil des Nucleus praetrigeminalis. 
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Abbildung 24: Afferente (rot) und efferente (schwarz) Verbindungen nach Applikation im Dendritenfeld 














Abbildung 25: Afferente (rot) und efferente (schwarz) Verbindungen der Kontrollapplikationen 







3.3 Afferenzen/ Efferenzen der Area praeoptica 
3.3.1 Durchgeführte Experimente 
Für die Aufklärung der Verschaltung zwischen der Area praeoptica, den vokalen 
Schrittmacher, und des Nucleus praetrigeminalis, dem vokalen Mustergenerator, 
wurden insgesamt zwanzig Doppel- und fünf Einzelfärbungen durchgeführt, die 
jedoch aufgrund des geringen Farbstofftransportes keine repräsentablen Ergebnisse 
bezüglich der angefärbten Somata und Fasern aufwiesen. Von den fünf 
Einzelfärbungen konnte ein Fluoreszenz-Tracing ausgewertet werden. 
 
3.3.2 Applikation in die Area praeoptica 
Abbildung 26 stellt ein Fluoreszenz-Tracing in der Area praeoptia dar. Für eine 
genauere Untersuchung der Konnektivität zwischen dem Nucleus praetrigeminalis 
und dem Nucleus praeopticus anterior war eine reziproke Färbung angestrebt – auch 
im Hinblick auf eventueller Zwischenstationen.  
 
Die Einstichstelle lag im Bereich des Nucleus praeopticus anterior (POa) und des 
Nucleus praeopticus posterior (POp; Abb. 26-S1/A). Vorhergehende Versuche mit 
geringeren Farbstoffinjektionen zeigten meistens keinen Transport, weshalb bei 
weiterführenden Versuchen mehr Farbstoff injiziert wurde. Allerdings wurde auch hier 
größtenteils nur ein lokaler Transport beobachtet. Obwohl das Areal eine wichtige 
Rolle innerhalb des Reproduktionszyklus spielt und aus diesem Grund viele 
Eingänge aus dem gesamten Gehirn erhält, konnten in dieser Arbeit nur wenige 
Afferenzen und Efferenzen mit dieser Methode ermittelt werden.  
 
Abbildung 26-S2/B und Abbildung 26-S3/B demonstrieren den Verlauf angefärbter 
Fasern und Terminalien zum Infundibulum. Außerdem konnte ein gefärbtes Neuron 
im Infundibulum, pars dorsalis (dInf) detektiert werden (Abb. 26-S2/B, weißer Pfeil). 
Sowohl die Area praeoptica als auch das Infundibulum sind wichtige endokrine 
Zentren und konzentrieren Sexualhormone (Kelley et al. 1975; Kelley 1980, 1981). 
Im Reproduktionszyklus modulieren akustische Signale beiden Strukturen, so dass 
das Infundibulum wahrscheinlich eine wichtige Funktion innerhalb des 
Vokalisationsnetzwerkes einnimmt.  
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In guter Übereinstimmung mit den Tracing-Experimenten von Moreno & González 
(2004), konnten auch markierte Fasern in der Amygdala, pars lateralis (LA), verifiziert 
werden (Abb. 26-S3/A). Weitere Verbindungen mit limbischen Strukturen, wie z.B. 
dem Septum, konnten jedoch nicht beobachtet werden, obwohl diese 
neuroanatomisch und elektrophysiologisch nachgewiesen wurden (Walkowiak 1999; 
Endepols et al. 2005; Roden et al. 2005). Das Striatum (Str) und der Nucleus anterior 
thalami (A) enthielten auch einige markierte Somata und Fasern (Abb. 26-S3/A). 
 
Insgesamt stimmen die hier ermittelten Daten mit den Ergebnissen von Brahic & 
Kelley (2003) überein, die ebenso Fluoreszenzfarbstoffe in den Nucleus praeopticus 
anterior von Xenopus laevis injizierten. Jedoch wies ihre Studie noch zusätzlich 
markierte Afferenzen/Efferenzen im Septum, im Pallium mediale und Nucleus raphé, 
pars dorsalis auf. Abb. 26-S2/C und Abb. 26-S3/C (weiße Pfeile) demonstrieren 
markierte Fasern, die in Richtung Tegmentum und eventuell zur Medulla oblongata 
ziehen. Wie weit diese Fasern ziehen und ob ein synaptischer Kontakt mit dem 
Nucleus praetrigeminalis vorhanden ist, konnte nicht ermittelt werden. Die markierten 
Kerngebiete geben jedoch einen Einblick über die Komplexität der akustischen 
Kommunikation, da viele Systeme involviert sind, wie z.B. das neuroendokrine 












Abbildung 26: Einstichstelle in die Arera praeoptica 
Dargestellt sind Mikrofotografien einzelner Schnittebenen, welche die Verteilung von markierten Somata und 
Fasern nach Applikation des Fluoreszenzfarbstoffs Dextranamin-Alexa Fluor 488 (MG 10000 kDa) darstellen. Die 
Abkürzungen der jeweiligen Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-






3.3.3 Verbindungen der Area preaoptica 
Die folgende Schemazeichnung repräsentiert eine Übersicht der afferenten (rot) und 












3.4 Afferenzen/ Efferenzen des Infundibulum 
3.4.1 Durchgeführte Experimente 
Eine mögliche Zwischenstation ist das Infundibulum. Brahic & Kelley (2003) konnten 
mit ihrer anatomischen Studie zur Aufklärung der Vokalisationsbahn bei Xenopus 
laevis verschiedene Verbindungen zu vokalisationsrelevanten Kerngebieten 
nachweisen, z.B. zum vokalen Mustergenerator (DTAM), Nucleus raphé, pars 
dorsalis und zum Striatum. Es konnten ebenso starke reziproke Verbindungen zur 
Area praeoptica nachgewiesen werden (siehe 3.3). Um Aufschluss über seine 
Afferenzen und Efferenzen zu erhalten, wurden Fluorezenzfarbstoffe in das 
Infundibulum appliziert. Insgesamt wiesen sechs männliche Versuchstiere markierte 
Fasern und Somata auf. Tabelle 5 gibt eine Übersicht über die erfolgreich 
durchgeführten Einzelfärbungen im Infundibulum. Die durchgeführten 
Doppelfärbungen wurden aufgrund des mangelnden Transportes nicht aufgelistet.  
 
Tab. 5: Übersicht der durchgeführten Neurobiotin-Tracings im Infundibulum und über 
die Kerngebiete, die Afferenzen und Efferenzen enthielten. Die Abkürzungen der 
jeweiligen Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. Rote Sterne (*) weisen auf die 
dargestellten Tracings hin. 
 
Spezies/Datum Applikationsort Afferenzen Efferenzen 
*Bo/20110503 (2) vInf/dInf POa, Pop, Str, 
LA, Ad, Vm 
POa, POp, VM, 
VL 
Bo/20110614 Inf minimale Färbung  
Bo/20120122 dInf und SC im 
Neuropil 




Bo/20120128 dInf/vInf lokale Färbung  
*B0/20120131 vInf/dInf POa, POp; SC, 
Ad, Pd 
 
POa (NP), SC, 
VH, Av; Ad 
Bo/20120223 dInf im Neuropil SC, P; Tpd 
 





3.4.2 Applikation in das dorsale Infundibulum 
Abbildung 28 präsentiert eine Fluoreszenzfärbung im Infundibulum. Die Einstichstelle 
(Abb. 28-1S/A; weißer Pfeil) liegt im Bereich des Terminationsgebietes von Fasern 
aus dem Nucleus praeopticus anterior, das in Abb. 28-S3/B dargestellt wurde. 
Angefärbte Somata und Fasern konnten sowohl im Infundibulum, pars ventralis (vInf) 
als auch im Infundibulum, pars dorsalis (dInf; Abb. 28-S1-3/A) verifiziert werden. 
Jedoch fehlte der distale Bereich, der bei der Präparation verloren ging.  
 
Wie erwartet, wurden markierte Somata und Fasern im Nucleus praeopticus anterior 
(POa) und im Nucleus praeopticus posterior (POp) detektiert (Abb. 28-S1/A und 
Abb. 28-S2/A). Ein schwach gefärbtes Neuron in der Amygdala, pars lateralis (LA) 
und im Striatum (Str) konnte ebenso beobachtet werden (Abb. 28-S2/A und Abb. 28-
S2/B). Von den thalamischen Subnuclei wurden einige Efferenzen im Nucleus 
thalami ventromedialis (VM; weißer Pfeil; Abb. 28-S2/A) und im Nucleus thalami 
ventrolateralis (VL; weißer Pfeil; Abb. 28-S3/A) beobachtet.  
 
Zwei markierte Somata konnten im anterioren Tegmentum, pars dorsalis (Ad) 
identifiziert werden (Abb. 28-S2/C; weißer Pfeil), was mit den Neurobiotin-Tracings 
im Tegmentum übereinstimmt. Sowohl das dargestellte Tracing im posterioren 
Tegmentum als auch Tracings im anterioren Tegmentum (siehe Tabelle 5) wiesen 
markierte Somata und Fasern im Infundibulum, pars ventralis sowie im Infundibulum, 
pars dorsalis auf.  
 
Interessanterweise konnten markierte Motoneurone des Nervus trigeminus (Vm) 
detektiert werden (Abb. 28-S3/B), während der Nucleus praetrigeminalis keine 








3.4.3 Applikation in das dorsoventrale Infundibulum 
Das in Abbildung 29 dargestellte Fluoreszenz-Tracing wies ebenfalls markierte 
Neurone und schwach gefärbte Fasern im anterioren Tegmentum, pars dorsalis und 
im posterioren Tegmentum, pars dorsalis (Ad, Pd; Abb. 29G/H/I) auf. Die 
Einstichstelle lag hier im Grenzgebiet beider Subnuclei (Abb. 29F; weißer Pfeil). Das 
Infundibulum, pars ventralis (vInf) wies in caudaler Ausdehnung mehr markierte 
Somata auf, wohingegen angefärbte Fasern bis zum Nucleus hypothalamicus 
ventralis (VH; Abb. 29G/D) liefen. Im Infundibulum, pars dorsalis konnten gefärbte 
Strukturen vermehrt im rostralen Anteil detektiert werden, wobei die Fasern 
größtenteils im lateralen Neuropil lagen (Abb. 29E). 
 
Es wurden auch vereinzelte Neurone sowohl im Nucleus praeopticus anterior (POa), 
Nucleus praeopticus posterior (POp) als auch im Nucleus suprachiasmaticus (SC) 
angefärbt (Abb. 29A/B/C), aber auch hier konnten keine gefärbten Neurone und 















Abbildung 28: Einstichstelle in das Infundibulum 
Dargestellt sind Mikrofotografien einzelner Schnittebenen, welche die Verteilung von markierten Somata und 
Fasern nach Applikation des Fluoreszenzfarbstoffs Dextranamin-Alexa Fluor 488 (MG 10000 kDa) darstellen. Die 
Abkürzungen der jeweiligen Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-









Abbildung 29: Einstichstelle in das Infundibulum 
Dargestellt sind Mikrofotografien einzelner Schnittebenen, welche die Verteilung von markierten Somata und 
Fasern nach Applikation des Fluoreszenzfarbstoffs Dextranamin-Alexa Fluor 488 (MG 10000 kDa) darstellen. Die 
Abkürzungen der jeweiligen Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-












3.4.4 Verbindungen des Infundibulum 
Die folgenden Schemazeichnungen repräsentieren eine Übersicht der afferenten 
(rot) und efferenten (schwarz) Verbindungen nach Tracer-Applikation in das dorsale 





Abbildung 30: Afferente (rot) und efferente (schwarz) Verbindungen nach Applikation in das Infundibulum 
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3.5 Afferenzen/ Efferenzen des Tegmentum 
3.5.1 Durchgeführte Experimente 
Insgesamt wurden elf männliche chinesische Rotbauchunken für die Tegmentum-
Färbungen verwendet (Applikationsorte, siehe Abb. 31). Alle Neurobiotin-Tracings 
wurden an medio-sagittal getrennten Gehirnen durchgeführt, weil dadurch die 
Applikation des Markers präziser ausgeführt werden konnte. Die in Tabelle 6 
erfassten Versuchstiere enthielten alle markierte Somata im Nucleus praeopticus 
anterior und markierte Efferenzen im Nucleus praetrigeminalis – eine Voraussetzung 
für die Funktion als Zwischenstation innerhalb der Vokalisationsbahn. Sowohl im 
Nucleus praeopticus als auch im Nucleus praetrigminalis gab es reziproke 
Verbindungen zum Tegmentum, die auf einen Feedback-Mechanismus schließen 
lassen. Die reziproke Verbindung zwischen dem Nucleus praetrigeminalis und dem 
Tegmentum war stärker als die zwischen dem Nucleus praeopticus anterior und dem 
Tegmentum und nicht in allen Versuchen konnten markierte Efferenzen im Nucleus 
praeopticus anterior lokalisiert werden.  
Alle exemplarischen Gesamtdarstellungen enthielten sowohl im Nucleus praeopticus 









Tab. 5: Übersicht der durchgeführten Neurobiotin-Tracings im Tegmentum und über 
die Verteilung von Afferenzen/Efferenzen im Nucleus praetrigeminalis, im Nucleus 
praeopticus anterior und im Infundibulum. Die Abkürzungen der jeweiligen 
Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. Rote Sterne (*) weisen auf die 














adTeg 127 POa: Zellen, Fasern 
Prtr: Zellen, Fasern 
Inf: Zellen, Fasern 
Teg2 Bo/m/20060328 
(2) 




Ad/pvTeg; 115 POa: wenige  
Zellen 







115 POa: Zellen 
Prtr: Zellen; Fasern 
*Teg5 Bo/w/20061206 
(2) 
pvTeg 150 POa: Zellen 
Prtr: Zellen, Fasern 
Inf: Zellen, Fasern 
Teg6 Bo/m/20061219 
(1) 
mNP; pvTeg 189 POa: Zellen 
Prtr: Zellen, Faser 




pdTeg 59 POa: Zellen 
Prtr: Zellen, Fasern 
*Teg8 Bo/m/20070228 
(1) 
pvTeg 30 POa: Zellen 




pvTeg 162 POa: Zellen, Fasern 
Prtr: Zellen, Fasern 
Inf: Zellen, Fasern 
Te10 Bo/m/20070307 
(2) 
ad/pvTeg 157 POa: Zellen, Fasern 
Prtr: Zellen, Fasern 
Inf: Zellen, Fasern 
*Te11 Bo/m/2007 adTeg  POa: Zellen 
Prtr: Zellen; wenige 
Fasern 







3.5.2 Applikation in das posteriore Tegmentum, pars ventralis 
Das posteriore Tegmentum, pars ventralis war mit einigen Kerngebieten des 
Telencephalon, Diencephalon, Metencephalon sowie mit der Medulla oblongata 
verschaltet. Abbildung 32 und Tabelle I (siehe Anhang) geben einen 
Gesamtüberblick über die Verbindungen.  
 
Afferenzen: 
Im Telencephalon waren wenige Neurone retrograd markiert. Im Striatum (Str) 
konnten vereinzelt gefärbte Somata beobachtet werden, wobei diese entweder im 
dorsalen oder im ventralen Anteil lagen. Die intermediäre Zone war gänzlich frei von 
gefärbten Zellkörpern. Auch das Septum lateralis, pars dorsalis (Sld) und das 
Septum lateralis, pars ventralis (SlV) enthielten einige gefärbte Somata (Abb. 32A). 
Die Amygdala enthielt in den drei Subnuclei pars centralis (CA), pars lateralis (LA) 
und in der pars medialis (MA) jeweils ein markiertes Neuron. Die stärksten 
telencephalen Eingänge erhielt das posteriore Tegmentum, pars ventralis (Pv) aus 
dem Nucleus praeopticus anterior (POa; Abb. 32B). Der Nucleus praeopticus 
magnocellularis (MG; Abb. 32C) wies hingegen nur ein markiertes Neuron auf. In den 
pallialen Kerngebieten und im Bed Nucleus der pallialen Kommissur konnten keine 
markierten Somata verifiziert werden.  
 
Im Diencephalon konnte eine hohe Anzahl gefärbter Somata im Nucleus 
suprachiasmaticus (SC) nachgewiesen werden, von denen die meisten im rostralen 
Anteil zu finden waren, und nur ein angefärbtes Neuron wurde weiter caudal 
detektiert (Abb. 32C-D).  
Innerhalb des Thalamus wurde die geringste Anzahl gefärbter Neurone im Nucleus 
lateralis thalami, pars anterior (La) detektiert. Im rostralen Anteil des Nucleus anterior 
thalami (A) konnten eine höhere Anzahl markierter Neurone identifiziert werden. Der 
Nucleus centralis thalami (C) enthielt jeweils drei angefärbte Neurone im dorsalen 
und im ventralen Teil. Der ventrale Thalamus wies rostral weniger markierte Neurone 
auf als caudal. Hier konnte die Mehrheit gefärbter Neurone im Nucleus thalami 
ventromedialis (VM) detektiert werden. Auch der Nucleus thalami ventrolateralis (VL) 
wies afferente Verbindungen zum posterioren Tegmentum, pars ventralis auf: Im 
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rostralen Bereich lagen die Neurone sehr zerstreut im Kerngebiet, wohingegen die 
gefärbten Neurone im caudalen Anteil dorsolateral angeordnet waren. Im Nucleus 
posterior thalami (P) wurden sehr viele markierte Somata beobachtet, die im 
gesamten Kerngebiet verteilt waren (Abb. 32E). Die Anzahl markierter Somata nahm 
im gesamten Thalamus von rostraler bis caudaler Ausrichtung zu. Afferenzen aus 
dem Hypothalamus erhielt das posteriore Tegmentum, pars ventralis aus dem 
dorsalen Bereich des Nucleus hypothalamicus ventralis (VH). Im Nucleus 
hypothalamicus dorsalis (DH) wurden markierte Zellkörper beobachtet, die 
hauptsächlich medial lagen. Auch im Tuberculum posterior, pars dorsalis (Tpd) und 
im Tuberculum posterior, pars ventralis (Tpv) gab es nur wenig gefärbte Somata 
(Abb. 32E).  
 
Im Mesencephalon konnte wiederum eine große Anzahl markierter Neurone 
detektiert werden. Im rostralen Tectum (Tec) lagen medial sehr viele angefärbte 
Somata, deren Anzahl in caudaler Richtung abnahm (Abb. 32E-F). In den Subnuclei 
des Torus semicircularis und des Tegmentum konnte ebenfalls eine hohe Anzahl 
retrograd markierter Neurone lokalisiert werden. Im Nucleus laminaris (Tl) wurde in 
rostrocaudaler Ausdehnung eine Vielzahl markierter Neurone identifiziert, wo die 
Zellkörper im rostralen Anteil relativ medial und im intermediären Bereich lateral 
lagen und der caudale Anteil nur zwei markierte Somata enthielt. Der Nucleus 
principalis (Tp) enthielt lediglich im rostralen Anteil angefärbte Somata, die 
dorsolateral lokalisiert waren. Der caudale Bereich war gänzlich frei von markierten 
Zellen. Tegmentale Afferenzen zum posterioren Tegmentum, pars ventralis kamen 
sowohl aus dem anterioren Tegmentum, pars dorsalis und ventralis (Ad, Av) als auch 
aus dem posterioren Tegmentum, pars dorsalis (Pd; Abb. 32F-H), nur der Nucleus 
interpeduncularis (Ip) war frei von gefärbten Zellkörpern. 
 
Afferente Verbindungen aus dem Metencephalon waren hauptsächlich im Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr) lokalisiert. Innerhalb des Nucleus isthmi (Ni) zeigten sich 
markierte Afferenzen, die wahrscheinlich aus Verletzungen der Fibers of Passage 
resultierten. Im Griseum centrale rhombencephali (GC) konnten ebenfalls markierte 




Die Medulla oblongata zeigte nur schwache Projektionen zum posterioren 
Tegmentum, pars ventralis. In diesem Areal lagen gefärbte Somata größtenteils in 
der Formatio reticularis (Fr). Auch die erste und zweite Hörbahnstation, der Nucleus 
dorsomedullaris (DMN) und die Oliva superior (SO), enthielten jeweils ein markiertes 
Neuron (Abb. 32J-K), und vermutlich wurden auch hier Fibers of Passage angefärbt.  
 
Efferenzen: 
Im Telencephalon konnten schwache efferente Verbindungen im ventralen Anteil des 
Striatum (Str) beobachtet werden. Diese Axone erreichen das Striatum über das 
laterale Vorderhirnbündel. Sie enthielten jedoch keine Varikositäten und es konnte 
nicht festgestellt werden, ob die Fasern in andere telencephale Kerngebiete 
projizierten. Weiterhin wurden im Septum laterale, pars dorsalis (Sld) vereinzelte 
Axone detektiert, die lateral lokalisiert waren (Abb. 32A). Weiter caudal wurden 
hingegen viele varikose Axone beobachtet, die sich im Neuropil zwischen dem 
Nucleus praeopticus anterior und dem lateralen Vorderhirnbündel befanden. Die 
Fasern verzweigten sich zahlreich, auch innerhalb der Somata des Nucleus 
praeopticus anterior. Innerhalb des Kerngebietes wurden vereinzelte Axone 
detektiert, von denen Fasern in den Bereich der Amygdala, pars lateralis (LA) zogen. 
Es konnten jedoch nicht eindeutig bestimmt werden, ob Faser von dem Nucleus 
praeopticus anterior zur Amygdala projizierten (Abb. 32B).  
 
Im rostralen Diencephalon zogen über die gesamte rostrocaudale Ausdehnung 
markierte axonale Fasern am Ventrikel entlang, die sehr viele Varikositäten 
aufwiesen. Einige Fasern wurden auch im Neuropil markiert, die jedoch nicht so stark 
ausgeprägt waren. Innerhalb des Thalamus konnten in allen Subnuclei markierte 
Efferenzen detektiert werden. Die Faserdichte war dabei im Nucleus posterior 
thalami (P) und im caudalen Anteil des Nucleus anterior thalami am höchsten 
(Abb. 32C-E). Entlang des Nucleus entopeduncularis posterior (EP) lag ein dichtes 
Netz varikoser axonaler Fasern, die teilweise zum Nucleus anterior thalami (A) und 
zum Nucleus thalami ventrolateralis (VL) projizierten. Der Hypothalamus wie auch 
das posteriore Tuberculum enthielten in allen Kerngebieten vereinzelte efferente 
Fasern (Abb. 32D-E). 
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Das Praetectum enthielt eine relativ hohe Faserdichte: Die Axone zogen über die 
Commissura tecti zum Tectum opticum (Tec). Im Tectum opticum wurden 
hauptsächlich in den Schichten I-V efferente Verbindungen nachgewiesen, zudem 
konnte in rostrocaudaler Ausrichtung ein Fasertrakt entlang des Ventrikels 
beobachtet werden. Die Axone waren stark verzweigt und wiesen zahlreiche 
Varikositäten auf. Im Torus semicircularis wurden einige axonale Terminalien im 
Nucleus laminaris (Tl) und im Nucleus principalis (Pl) gefunden. Der Nucleus 
magnocellularis war frei von markierten Fasern. Im Tegmentum war die Faserdichte 
sehr hoch. Die Einstichstelle lag größtenteils im caudalen posteroventralen 
Tegmentum (Abb. 32H, Pfeil) und im ventrikulären Neuropil. Das gesamte 
Kerngebiet wies sehr viele varikose Axone und Terminalien auf. Im anterioren 
Tegmentum konnten relativ wenige markierte Fasern detektiert werden, von denen 
die meisten jedoch im anteriorenTegmentum, pars dorsalis lagen (Ad; Abb. 32G). 
 
Viele efferente Fasern wurden im Hirnstamm beobachtet. Eine relativ hohe Anzahl 
von markierten Axonen, Varikositäten und Terminalien konnten im Nucleus 
praetrigeminalis (Prtr) verifiziert werden, die sich teilweise bis ins laterale Neuropil 
zogen. Ebenso enthielten der Nucleus secundarius isthmi (Si) und das Griseum 
centrale rhombencephali (GC) viele markierte Axone. Caudal des Griseum centrale 
rhombencephali lag ein relativ diffuses und dichtes Fasernetzwerk. Vereinzelte 
Fasern wurden auch im Locus coeruleus (LC) beobachtet (Abb. 32I).  
 
Auch die ersten beiden Hörbahnstationen, Nucleus dorsomedullaris (DMN) und die 
Oliva superior (SO) wiesen einige efferente Fasern auf. Die Markierung war in 
rostrocaudaler Ausdehnung zu beobachten, ebenso wie in der Formatio reticularis 


































Abbildung 32: Tracing-Studie in das posteriore Tegmentum, pars ventralis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten 
Somata (Dreiecke) und markierten axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit 
dem Marker Neurobiotin im Mesencephalon darstellen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht 





Abbildung 33: Mikrofotografien von Transversalschnitten nach einer Neurobiotin-Applikation in das 
posteriore Tegmentum, pars ventralis 
A: Einstichstelle (Pfeil). B: Markierte Neurone und Fasern (Pfeile) im Nucleus praeopticus anterior. C: Markierte 
Neurone und Fasern im Nucleus hypothalamicus dorsalis (Kreis). D: Markierte Neurone und Fasern im Nucleus 
praetrigeminalis (Kreis). Die Schnittebenen sind in der Ganzhirnaufsicht gekennzeichnet. Die vertikalen Balken 









3.5.3 Applikation in das posteriore Tegmentum, pars dorsalis 
Die hier dargestellte Tegmentum-Färbung lag im posterioren Tegmentum, pars 
dorsalis. Der Applikationsort befand sich im dorsomedialen Anteil des Kerngebietes. 
Aufgrund der geringeren Farbstoffapplikation und der kleineren Injektionsstelle 
wurden viel weniger Somata und Fasern markiert als in 3.5.2. Abbildung 34 und 
Tabelle II (siehe Anhang) geben einen Gesamtüberblick über die Verbindungen. 
 
Afferenzen: 
Im rostralen Telencephalon wurde ein markiertes Neuron im Striatum (Str) detektiert, 
welches im intermedären Bereich des Kerngebietes lag. Auch im Nucleus 
praeopticus anterior (POa) konnten afferente Verbindungen zum posterioren 
Tegmentum, pars dorsalis detektiert werden, die jedoch sehr schwach waren. Des 
Weiteren wurde jeweils ein markiertes Neuron in der der Amygdala, pars centralis 
(CA) und pars lateralis (LA) beobachtet., während alle anderen telencephalen 
Kerngebiete frei von markierten Somata waren (Abb. 34A-B). 
 
Die stärksten diencephalen Afferenzen erhielt das posteriore Tegmentum, pars 
dorsalis aus den thalamischen Subnuclei. Hier wurden retrograd markierte Neurone 
im Nucleus anterior thalami (A), Nucleus thalami ventrolateralis, pars dorsalis (Vld), 
Nucleus thalami ventromedialis (VM), Nucleus centralis thalami (C), Nucleus thalami 
lateralis, pars posterodorsalis (Lpd) und Nucleus posterior thalami (P) detektiert. 
Auch der Nucleus suprachiasmaticus (SC) wies vereinzelt gefärbte Somata auf. Im 
Hypothalamus wurden nur im rostralen Anteil vereinzelt markierte Neurone detektiert, 
die in allen drei dargestellten Kerngebieten lagen. Ebenso war im Tuberculum 
posterior, pars dorsalis (Tpd) und im Nucleus des periventriculären Organs (Npv) 
jeweils ein Neuron markiert (Abb. 34C-F). 
 
Im Mesencaphalon nahm die Dichte markierter Somata in rostrocaudaler 
Ausdehnung zu - sowohl in den tectalen als auch in den toralen Kerngebieten 
konnten einige gefärbte Neurone verifiziert werden. Afferente Projektionen zum 
posterioren Tegmentum, pars dorsalis konnten in den Schichten I-V identifiziert 
werden. Im Torus semicircularis war der Anteil markierter Somata im Nucleus 
laminaris (Tl) am höchsten, wobei diese hauptsächlich dorsolateral zu finden waren. 
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Im caudalen Nucleus principalis (Tp) lag auch ein markiertes Neuron. Im Tegmentum 
wurden sowohl in den anterioren als auch in den posterioren Kerngebieten retrograd 
markierte Neurone detektiert (Abb. 34F-I). 
 
Im Hirnstamm konnte die höchste Anzahl gefärbter Neurone im Nucleus 
praetrigeminalis beobachtet werden, die im Kerngebiet diffus verteilt waren. Ebenfalls 
wurden vereinzelte Somata im Nucleus secundarius isthmi (Si), Locus coeruleus 
(LC) und in der Formatio reticularis (Fr) detektiert. Das posteriore Tegmentum, pars 
dorsalis erhielt afferente Verbindungen auch von der zweiten Hörbahnstation, der 
Oliva superior (SO; Abb. 34J-L). 
 
Efferenzen: 
Zum Telencephalon zogen Efferenzen des posterioren Tegmentum, pars dorsalis 
über das laterale Vorderhirnbündel direkt in das Striatum. Im Nucleus praeopticus 
anterior konnten nur vereinzelte, nicht stark ausgeprägte Fasern beobachtet werden. 
Die anderen telencephalen Kerngebiete waren gänzlich frei von angefärbten Axonen 
(Abb. 34A-B). 
 
Im Diencephalon nahm die Faserdichte in rostrocaudaler Ausdehnung zu. Im 
rostralen Nucleus suprachiasmaticus (SC) lagen wenige markierte Fasern diffus im 
Kerngebiet, wobei im caudalen Bereich markierte Fasern entlang des Ventrikels 
lokalisiert waren. In den thalamischen Kernen waren Fasern hauptsächlich im 
Nucleus anterior thalami (A) und im Nucleus posterior thalami (P) zu finden. Varikose 
Axone wurden meistens im lateralen und medialen Neuropil beobachtet. Im Nucleus 
posterior thalami waren die Fasern größtenteils ventral und im intermediären Nucleus 
thalami ventromedialis (VM) dorsal lokalisiert. Der Nucleus centralis thalami (C) wies 
im rostralen Anteil markierte Fasern im dorsalen Bereich und im caudalen Anteil im 
ventralen Bereich auf. Ebenso konnten vereinzelt gefärbte Axone im Nucleus thalami 
ventrolateralis, pars dorsalis und im Nucleus thalami lateralis, pars posterodorsalis 
(Lpd) detektiert werden. Von den hypothalamischen Subnuclei wiesen lediglich der 
Nucleus hypothalamicus ventralis (VH) und der Nucleus hypothalamicus lateralis 
(LH) varikose Axone auf. Auch der rostrale Nucleus entopeduncularis posterior (EP) 
enthielt wenige angefärbte Fasern (Abb. 34C-F). 
129 
 
Im Mittelhirn, nahe der Applikationsstelle, war die Dichte des Fasernetzwerkes am 
höchsten. Hier konnten im lateralen und medialen Neuropil viele Axone, 
Varikositäten und Terminalien detektiert werden. Im Tectum (Tec) konnte ein kleiner 
Bereich von varikosen Axonen, die relativ medial lagen, in den Schichten I-V und VI 
beobachtet werden. Im Torus semicircularis wurde die höchste Faserdichte im 
rostralen Nucleus laminaris (Tl) detektiert, während der caudale Nucleus principalis 
(Tp) nur kleine vereinzelte Axone aufwies. Im Tegmentum wurden sehr viele 
Efferenzen im anterioren Kerngebiet angefärbt, speziell im rostralen Bereich. Das 
posteriore Gebiet enthielt vor allem im Bereich des Applikationsgebietes viele 
gefärbte Fasern. Efferente Verbindungen kamen auch aus dem Nucleus 
interpeduncularis (IP), die allerdings sehr schwach waren. Der Nucleus isthmi (Ni) 
war frei von gefärbten Axonen (Abb. 34G-I). 
 
Im Hirnstamm konnten markierte Fasern im Nucleus praetrigeminalis (Prtr) und vor 
allem in der Oliva superior (SO) gezeigt werden. Auch das laterale Neuropil enthielt 













































Abbildung 34: Tracing-Studie in das posteriore Tegmentum, pars dorsalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten 
Somata (Dreiecke) und markierten axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit 
dem Marker Neurobiotin im Mesencephalon darstellen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht 







Abbildung 35: Mikrofotografien von Transversalschnitten nach einer Neurobiotin-Applikation in das 
posteriore Tegmentum, pars dorsalis. 
A: Einstichstelle (Pfeil). B: Markierte Neurone und Fasern (Pfeile) im Nucleus praeopticus anterior. C: Markierte 
Neurone und Fasern (Pfeile) im Nucleus praetrigeminalis (Kreis). Die Schnittebenen sind in der Ganzhirnaufsicht 














3.5.4 Applikation in das anteriore Tegmentum, pars dorsalis 
Die hier dargestellte Tegmentum-Färbung lag im anterioren Tegmentum, pars 
dorsalis. Der Applikationsort befand sich im lateralen Anteil des Kerngebietes. 




Im Telencephalon wurden innerhalb der pallialen Subnuclei markierte Afferenzen 
hauptsächlich im Pallium mediale (PM) und ein einzeln gefärbtes Neuron im Pallium 
laterale, pars ventralis detektiert (Abb. 36A), während In caudaler Ausdehnung keine 
weiteren markierten Zellkörper identifiziert werden konnten. Die höchste Dichte 
markierter Somata lag im Striatum (Str), während im Septum vereinzelte Zellen im 
lateralen Anteil, pars dorsalis und ventralis (Sld; Slv) markiert wurden (Abb. 36B). 
Des Weiteren wurden in rostrocaudaler Ausdehnung angefärbte Neurone in der 
Amygdala, pars centralis (CA) detektiert, während alle anderen Subnuclei frei von 
markierten Zellen waren (Abb. 36B-C). Im Nucleus praeopticus anterior (POa) 
konnten afferente Verbindungen zum anterioren Tegmentum, pars dorsalis 
beobachtet werden, die jedoch sehr schwach waren. Alle anderen telencephalen 
Kerngebiete waren frei von markierten Somata.  
 
Das Diencephalon enthielt im Vergleich zum Telencephalon sehr viele angefärbte 
Zellkörper. Der Nucleus suprachiasmaticus (SC) wies in rostrocaudaler Ausrichtung 
hauptsächlich markierte Zellen im dorsalen Anteil auf (Abb. 36D-E). Zusätzlich 
wurden auch markierte Somata im Nucleus thalami ventromedialis (VM), Nucleus 
thalami ventrolateralis (VL) und im Nucleus entopeduncularis posterior angefärbt, ein 
Komplex, der homolog zum Nucleus subthalamicus der Säugetiere ist (Abb. 36E-F; 
Maier et al. 2010). Weitere thalamische Subnuclei enthielten ebenfalls retrograd 
markierte Somata: der Nucleus anterior thalami (A), Nucleus centralis thalami (C), 
Nucleus lateralis thalami, pars anterior (La) und der Nucleus posterior thalami (P; 
Abb. 36D-G). Im rostralen Anteil des Nucleus hypothalamicus dorsalis (DH) konnten 
angefärbte Somata identifiziert werden, während im Nucleus hypothalamicus dorsalis 
(VH) in der gesamten rostrocaudalen Ausdehnung markierte Zellkörper detektiert 
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werden konnten (Abb. 36E-G). Der Nucleus hypothalamicus lateralis (LH) war 
gänzlich frei von angefärbten Zellen. Ebenso wurden im Tuberculum (TP) und im 
Nucleus des periventriculären Organs (Npd, Npv) markierte Somata markiert 
(Abb. 36F-G).  
 
Im Mittelhirn konnten afferente Projektionen zum anterioren Tegmentum, pars 
dorsalis sowohl in den Subnuclei des Tectum als auch des Torus semicircularis 
detektiert werden. In den tectalen Subnuclei lag die höchste Dichte angefärbter 
Somata in der Schicht I-V und ein kleiner Anteil in der Schicht IV. Die Schicht VII-IX 
war gänzlich frei von markierten Zellkörpern. Von den toralen Subnuclei wurden sehr 
viele angefärbte Neurone im Nucleus laminaris (Tl) identifiziert, während der Nucleus 
principalis (Tp) nur wenige retrograd markierte Zellen enthielt (Abb. 36H). Dass das 
Tegmentum mit dem Torus, insbesondere mit dem Nucleus laminaris (Tl) verbunden 
ist, konnte schon in früheren Studien gezeigt werden (Luksch & Walkowiak 1998).  
 
Im Hirnstamm konnten gefärbte Neurone im Nucleus praetrigeminalis (Prtr) detektiert 
werden, die hauptsächlich ventral lokalisiert waren. Die höchste Anzahl markierter 
Somata lagen im Nucleus secundarius isthmi (Si), wobei auch der Locus coeruleus 
(LC) einige angefärbte Zellkörper enthielt (Abb. 36I). Das Griseum centrale 
rhombencephali (GC) wies ebenfalls angefärbte Somata auf, die größtenteils 
ventromedial lokalisiert waren. Das anteriore Tegmentum, pars dorsalis enthielt 
außerdem afferente Verbindungen aus der Formatio reticularis (Fr) und dem Nucleus 
raphé (Ra; Abb. 36J).  
 
Efferenzen: 
Zum Telencephalon zogen Efferenzen des anterioren Tegmentum, pars dorsalis über 
das laterale Vorderhirnbündel direkt in das Striatum (Str) und vereinzelt in die 
Amygdala, pars centralis (CA) sowie in die Amygdala, pars lateralis (LA). Die 
anderen telencephalen Kerngebiete waren gänzlich frei von angefärbten Axonen 
(Abb. 36A).  
 
Im Diencaphalon konnte in rostrocaudaler Ausdehnung sowohl der Fasertrakt vom 
lateralen Voderhirnbündel als auch vom medialen Fasertrakt detektiert werden. Der 
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Nucleus suprachiasmaticus (SC) enthielt sowohl in seinem rostralen als auch seinem 
caudalen Anteil markierte Fasern (Abb. 36D-E). In den thalamischen Kernen waren 
Fasern hauptsächlich im Nucleus anterior thalami (A), Nucleus thalami 
ventromedialis (VM), Nucleus thalami ventrolateralis (VL) zu finden (Abb. 36D-F). 
Der Nucleus centralis thalami (C) und auch der Nucleus posterior thalami (P) 
enthielten in ihren rostralen Anteilen angefärbte Fasern, die hauptsächlich dorsal 
lokalisiert waren (Abb. 36E-F). Die Verteilung von markierten axonalen Strukturen im 
Hypothalamus ähnelte der Verteilung angefärbter Somata: Der Nucleus 
hypothalamicus dorsalis (DH) wies lediglich im rostralen Anteil gefärbte Strukturen 
auf, wohingegen der Nucleus hypothalamicus ventralis (VH) in seiner gesamten 
rostrocaudalen Ausdehnung markierte Fasern enthielt (Abb. 36E-G). Ebenso wies 
der Nucleus entopeduncularis posterior (EP), das Tuberculum (TP) sowie die Nuclei 
des periventriculären Organs (Npd, Npv) gefärbte Fasern auf (Abb. 36F-G). 
 
Das Mittelhirn enthielt die meisten angefärbten Fasern, insbesondere nahe der 
Applikationsstelle. Hier konnten sowohl im lateralen Neuropil als auch entlang des 
Ventrikels viele Axone und Varikositäten beobachtet werden. Im Tectum konnte in 
rostrocaudaler Ausdehnung in allen Schichten markierte Fasern beobachtet werden, 
wobei die höchste Dichte im caudalen Anteil der Schicht VII-IX lag. In den Schichten 
I-V konnten hingegen markierte Axone identifiziert werden, die teilweise bis in das 
dorsale Neuropil projizierten. Im Torus semicircularis wurden hauptsächlich im 
Nucleus laminaris (Tl) axonale Strukturen detektiert, während der Nucleus principalis 
(Tp) sehr wenige markierte Fasern enthielt (Abb. 36H).  
 
Im Hirnstamm konnten markierte Fasern entlang des Ventrikels beobachtet werden, 
die vereinzelt in den Nucleus praetrigeminalis (Prtr) projizierten. Das Griseum 
centrale rhombencephali (GC) enthielt zwei kleine Fasernetzwerke im dorsalen Anteil 
und im ventromedialen Bereich, wobei das laterale Neuropil die höchste Dichte 
markierter Strukturen aufwies (Abb. 36I).Efferente Verbindungen kamen auch aus 
der Oliva superior (SO), dem Nucleus raphé (Ra) und dem Nucleus dorsomedullaris 































Abbildung 36: Tracing-Studie in das anteriore Tegmentum, pars dorsalis 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten 
Somata (Dreiecke) und markierten axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit 
dem Marker Neurobiotin im Mesencephalon darstellen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht 










3.5.5 Verbindungen des Tegmentum 
Die folgenden Schemazeichnungen repräsentieren eine Übersicht der afferenten 
(rot) und efferenten (schwarz) Verbindungen nach Tracer-Applikation in das 
posteriore Tegmentum, pars ventralis (A), in das posteriore Tegmentum, pars 














3.6 Afferenzen/ Efferenzen der Nuclei habenulares 
3.6.1 Durchgeführte Experimente 
Bei den Kontrollapplikationen im ventralen Tegmentum (siehe 3.2.5.2 Abb. 22-S4) 
wurden markierte Fasern in den Nuclei habenulares detektiert. Die Nuclei 
habenulares sind ein limbisches Zentrum, das reziprok mit der Area praeoptica 
verschaltet ist und eine Volumenveränderung während der Reproduktionsphase 
durchläuft (Kemali et al. 1980; Harris et al. 1996). Diesem Areal wird eine wichtige 
Funktion bezüglich der Initiierung von Reproduktionsverhalten zugesprochen, sowie 
auch bei kognitiven und motorischen Prozessen. Um Aufschluss über seine 
Afferenzen und Efferenzen zu bekommen, wurden bei vier männlichen 
Versuchstieren (Applikationsorte siehe Abb. 38) der neuronale Marker Neurobiotin 
und der Fluoreszenzfarbstoff Dextranamin-Tetramethylrhodamin appliziert.  
 
Tab. 6: Übersicht der durchgeführten Neurobiotin-Tracings und der Applikationsorte. 
Die Abkürzungen der jeweiligen Kerngebiete stehen in der Abkürzungsliste. 
 
Applikationsort Spezies/Datum Lage des 
Applikationsortes 
Bemerkung 
*Hb1 Bo/m/20070621 d/vHb; evtl. aThal Neurobiotin 
Hb2 Bo/m/20070627 dHb; geringer 
Transport 
Neurobiotin 
Thal1 Bo/m/20070710 dNP des cThal Neurobiotin 






Abbildung 38: Übersichtszeichnung der Nuclei habenulares-Applikationen 
 
3.6.2 Applikationen in die Nuclei habenulares 
Es wurden einige retrograd markierte Somata und Fasern im Tel-, Di-, Mes- und 
Metencephalon und in der Medulla oblongata angefärbt. Im Allgemeinen war zu 
erkennen, dass viel mehr Fasern als Somata markiert wurden. Abb. 39 und Tab. IV 
(siehe Anhang) geben einen Gesamtüberblick über die Verbindungen. 
 
Afferenzen: 
Im Telencephalon wurden hauptsächlich in den limbischen Kerngebieten markierte 
Somata detektiert. Hier lagen angefärbte Zellkörper in verschiedenen Subnuclei des 
Septum. Von den septalen Arealen wurden die meisten Zellkörper im Septum 
laterale, pars ventralis (Slv) beobachtet. Weiterhin konnten im Septum laterale, pars 
dorsalis (Sld), im Septum centrale (Sc), im Septum mediale (Sm), sowie im Septum 
dorsale (Sd) und im Nucleus des diagonalen Bandes von Broca (DB) vereinzelte 
Somata verifiziert werden (Abb. 39B-C). Eine weitere limbische Struktur ist die 
Amygdala. Bei allen drei Kerngebieten konnten angefärbte Neurone nachgewiesen 
werden. Dabei konzentrierten sich die meisten Somata in der Amygdala, pars 
centralis (CA; Abb. 39D-E). Auch Afferenzen aus der Area praeoptica konnten 
nachgewiesen werden (Abb. 38E; Herkenham & Nauta 1977; Harris et al. 1996). Von 
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den pallialen Kerngebieten konnten zwei markierte Neurone im Pallium mediale (PM; 
Abb. 38B) lokalisiert werden, alle anderen Subnuclei waren frei von markierten 
Zellkörpern. Striatale Projektionen konnten nicht verifiziert werden, auch keine vom 
ventralen Anteil, der homolog zum Globus pallidus internus ist (Roden 2005).  
 
Im Diencephalon wurden im Bereich der Injektionsstelle sehr viele markierte Neurone 
lokalisiert (Abb. 39F). Da die Mikroelektrode vermutlich auch die dorsale Kante des 
Nucleus anterior thalami (A) verletzt hat, wurden in diesem Areal auch sehr viele 
angefärbte Somata identifiziert. Ansonsten konnten in den thalamischen Subnuclei 
nur wenige angefärbte Zellkörper beobachtet werden (Abb. 39F-H), jedoch im 
dorsocaudalen Nucleus suprachiasmaticus (SC) und im Nucleus entopeduncularis 
posterior (EP; (Abb. 39G). Der dorsocaudale Nucleus suprachiasmaticus und der 
Nucleus entopeduncularis posterior werden zusammen mit dem ventralen Anteil des 
Nucleus ventralis thalami (VM/VL) als homologe Struktur des Nucleus subthalamicus 
der Säuger betrachtet (Maier et al. 2010), in denen auch vereinzelte Neurone 
detektiert werden konnten (Abb. 39G). Weiterhin wurden viele markierte Somata in 
den hypothalamischen Kerngebieten detektiert, dabei lagen im Nucleus 
hypothalamicus ventralis (VH) viel mehr markierte Somata als im Nucleus 
hypothalamicus dorsalis (DH; Abb. 39H-I). Das posteriore Tuberculum enthielt nur im 
dorsalen Anteil zwei markierte Neurone.  
 
Das Mittelhirn wies viele gefärbte Neurone im praetectalen Grau (PtG) und im 
rostralen Tectum auf (Abb. 39H), weiter caudal wurden in den Schichten I-V und VI 
markierte Somata beobachtet (Abb. 39I-J). In den Subnuclei des Torus semicircularis 
konnten gefärbte Zellkörper im Nucleus laminaris (Tl; Abb. 39J) beobachtet werden. 
Die anderen Subnuclei waren gänzlich frei von markierten Somata. Im Tegmentum 
konnten wiederum in allen Unterkernen gefärbte Neurone detektiert werden 
(Abb. 39I-K). Auch im Nucleus interpeduncularis (Ip), dem Homologon zur VTA (Area 
tegmentalis ventralis) der Säugetiere, konnte ein angefärbtes Neuron lokalisiert 
werden (Abb. 39J). Dies entspricht der reziproken Verbindung zwischen den Nuclei 
habenulares und dem Nucleus interpeduncularis.  
Im Metencephalon konnte ein markiertes Neuron im medialen Griseum centrale 




Im Telencephalon konnten in rostraler Richtung verschieden stark markierte 
efferente Verbindungen beobachtet werden. Im Neuropil des Pallium zog ein 
charakteristisches Fasergeflecht, ausgehend vom Pallium mediale (PM) bis hin zum 
dorsalen Anteil des Pallium laterale (PL; Abb. 39A-C). Auch im lateralen Neuropil des 
ventralen Striatum (Str; Abb. 39B-C) wurden starke efferente Projektionen sowie 
Terminalien verifiziert und es konnten auch einige markierte Fasern im Kerngebiet 
selbst detektiert werden. Auch die limbischen Kerngebiete empfingen efferente 
Verbindungen von den Nuclei habenulares. In den Subnuclei des Septum konnten 
vor allem markierte Fasern und Terminalien im Nucleus des diagonalen Bandes von 
Broca (DB) verifiziert werden (Abb. 39B-C). Weiterhin waren im Septum laterale, 
mediale und dorsale vereinzelte Fasern zu erkennen. Auch die Amygdala enthielt 
markierte Fasern, besonders die Amygdala, pars centralis (CA; Abb. 39C-D). Ein 
weiteres Areal, das zur Amygdala zählt, ist der Bed Nucleus der pallialen Kommissur 
(BN). Auch hier wurden vereinzelt gefärbte Fasern lokalisiert (Abb. 39E). Der 
Nucleus praeopticus anterior wies nur im rostralen Anteil markierte Fasern auf, in 
caudaler Richtung konnten keine weiteren Fasern detektiert werden (Abb. 39E), 
stattdessen war das laterale Neuropil sehr stark markiert.  
 
Im rostralen Diencephalon, auf Höhe der Injektionsstelle, konnten sowohl in den 
Kerngebieten als auch im Neuropil starke Färbungen aufgezeigt werden (Abb. 39F). 
Die Nuclei habenulares projizieren unter anderem entlang des Fasciculus retroflexus, 
der im lateralen Neuropil liegt (Abb. 39G-M). Über diesen Fasertrakt werden vor 
allem der Nucleus interpeduncularis (Ip) und der Nucleus raphé (Ra) angesteuert, die 
dopaminerge bzw. serotonerge Neurone enthalten. Im Nucleus entopeduncularis 
posterior (EP; Abb. 39G) und im Nucleus suprachiasmaticus (SC) konnten auch viele 
gefärbte Fasern und Terminalien identifiziert werden. Zusätzlich konnten auch 
aszendierende und deszendierende Fasern, die entlang des lateralen 
Vorderhirnbündels laufen, gefärbt werden. Der Fasertrakt liegt auf Höhe des Nucleus 
entopeduncularis posterior. Auch entlang des medialen Neuropils laufen viele 
markierte Fasern (Abb. 39F-H). In den Subnuclei des Thalamus wurden vereinzelt 
gefärbte Fasern detektiert (Abb. 39G-H), während die hypothalamischen Kerngebiete 
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einen stärkeren Input von den Nuclei habenulares enthielten (Abb. 39H-I). Ebenso 
sah die Färbung im posterioren Tuberculum, pars ventralis (Tpv) aus, wohingegen im 
dorsalen Anteil (Tpd) viel weniger markierte Fasern beobachtet wurden (Abb. 39H). 
 
Weiter caudal, im Mesencephalon, konnten sowohl in den tectalen als auch in den 
tegmentalen Subnuclei markierte Strukturen nachgewiesen werden (Abb. 39H-J). 
Der Torus semicircularis enthielt hingegen nur im Nucleus laminaris gefärbte Fasern 
(Abb. 39I-J). Ein Hauptprojektionsgebiet der Nuclei habenulares, der Nucleus 
interpeduncularis (Ip), enthielt viele markierte Fasern, die im caudalen Bereich 
stärker gefärbt waren, als im rostralen (Abb. 39J-K).  
 
Im Metencephalon und in der Medulla oblongata lagen wenige markierte Strukturen 
im lateralen Neuropil, im Nucleus praetrigeminalis (Prtr), im Cerebellum (Cer) und in 

















Abbildung 39: Tracing-Studie in die Nuclei habenulares 
Dargestellt sind schematische Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten 
Somata (Dreiecke) und markierten axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen Applikation mit 
dem Marker Neurobiotin im Diencephalon darstellen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht 















































Abbildung 40: Mikrofotografien von markierten Afferenzen und Efferenzen nach Applikation von 
Neurobiotin in die Nuclei habenulares (weißer Pfeil in A) 
Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Übersicht dargestellt, wobei die vertikalen Balken die Höhe der 
Querschnitte repräsentieren, wobei die vertikalen Balken die Höhe der Querschnitte repräsentieren. 




3.6.3 Verbindungen der Nuclei habenulares 
Die folgende Schemazeichnung repräsentiert eine Übersicht der afferenten (rot) und 













4.1 Isoliertes Hirnpräparat 
In dieser Arbeit wurde für die Versuche hauptsächlich das isolierte Ganzhirnpräparat 
ausgewählt, da dieses je nach Versuch für mehrere Tage in einem Nährmedium 
aufbewahrt werden konnte - ohne Einleitung von degenerativen Prozessen - und für 
hodologische Untersuchungen distinkter Areale sehr gut zugänglich war (Luksch et al. 
1996; Roden 2002). In vitro-Präparationen von Anurengehirnen konnten schon zuvor 
in zahlreichen elektrophysiologischen und hodologischen Studien erfolgreich 
durchgeführt werden (Schmidt 1976; Luksch 1994; Luksch et al. 1998; Brahic & 
Kelley 2003). Zu den Vorteilen dieser Methode zählt, neben einer Reduzierung der 
Zahl von Versuchstieren, dass durch die Isolierung des Gehirns gleichzeitig 
Stimulations- und Ableitelektroden an unterschiedlichen Bereichen des Gehirns 
angebracht und stabile Ableitungen registriert werden können, da Schwankungen 
des Blutdruckes nicht mehr auftreten (Luksch et al. 1996). Die Kontrolle des 
extrazellulären Milieus ermöglicht zusätzlich eine Untersuchung pharmakologischer 
Substanzen, die sowohl systemisch als auch lokal appliziert werden können. Bei 
hodologischen Studien ermöglicht das isolierte Ganzhirnpräparat ein großflächiges 
sowie gezieltes Applizieren verschiedener Marker und Farbstoffe. Dies ist ein 
wesentlicher Vorteil gegenüber Slice- und Blockpräparaten, die nur wenige Stunden 
haltbar sind, nicht das gesamte neuronale Netzwerk umfassen und bei denen 
meistens durch Schnittverfahren relevante präsynaptische Eingänge entfernt werden, 
während im isolierten Hirnpräparat alle Verbindungen in ihrer ursprünglichen Form 
vorliegen. Für die Untersuchung der Konnektivität von vokalisationsrelevanten 
Strukturen war das isolierte Ganzhirnpräparat aufgrund der obengenannten Vorteile 
besonders gut geeignet. Aufgrund der Tatsache, dass jede Hirnhälfte als 
Rufgenerator fungiert (Schmidt 1976), wurden in dieser Arbeit auch einige 
anatomische Studien an medio-sagittal getrennten Hirnhälften durchgeführt. 
 
Den Untersuchungen am isolierten Ganzhirnpräparat sind aber auch Grenzen 
gesetzt, da die sensomotorischen Eingänge fehlen. Aus der Aktivität des Gehirns 
kann daher nicht exakt auf das Verhalten des Tieres geschlossen werden, so dass 
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die ermittelten Daten keine unmittelbaren Rückschlüsse zulassen. Aus diesem 
Grunde wurden c-fos Untersuchungen am intakten Tier durchgeführt, um eine 
Korrelation von distinkten Verhaltensweisen und neuronaler Aktivität in den 
entsprechenden Arealen überprüfen zu können.  
 
4.2 c-fos 
4.2.1 Methodische Befunde 
Die c-fos Immunhistochemie ist eine bewährte Methode für die funktionelle 
Kartierung von neuronaler Aktivität im Gehirn. Die Erregung von Neuronen führt über 
sekundäre Botenstoffe oder Membrandepolarisierung zu einer erhöhten Expression 
von c-fos mRNA. Das Translationsprodukt Fos wird nach seiner Synthese in den 
Zellkern zurücktransportiert, bindet dort als Transkriptionsfaktor an spezifische DNA-
Bindungsstellen und reguliert somit die Expression bestimmter Gene. Auf diese 
Weise können Aktivitäten zu Langzeitänderungen innerhalb der Genexpression 
führen. Die Kartierung von „immediated early genes“ (IEGs), wozu auch c-fos gehört, 
wurde bereits bei Studien über die akustische Kommunikation bei Vögeln und 
Säugetieren erfolgreich durchgeführt (Kimpo & Doupe 1997; Mello 2002; Heimovices 
& Riters 2005; Sadananda et al. 2008, Miller 2010; Schwartz & Smotherman 2011). 
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde nach akustischer Stimulation mit artifiziellen 
Paarungsrufen eine erhöhte Anzahl c-fos positiver Neuronen im Gesamthirn 
festgestellt. Aufgrund der kleinen Stichprobe lässt sich jedoch keine statistische 
Signifikanz ableiten, weshalb die vorliegenden Ergebnisse zumindest einen positiven 
Trend erkennen lassen.  
 
Es gibt verschiedene Parameter, die einen Einfluss auf die Qualität und Quantität der 
c-fos Nachweise haben. Eine adäquate Reizung der Neurone spielt dabei eine 
wesentliche Rolle, da die Erhöhung der c-fos Expression von der Feuerrate der 
synaptischen Eingänge abhängt (Jarvis 2004). Die Aktivierungsstärke der 
spezifischen postsynaptischen Rezeptoren kann wiederum durch den 
Neuigkeitseffekt (novelty effect) und den Stimulationskontext moduliert werden (Mello 
et al. 1995; Zhu et al. 1995; Jarvis et al. 1998; Sockman et al. 2002; Maney et al. 
2003). Aufgrund dieser Tatsache wurden die Versuchstiere eine Woche vor 
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Versuchsbeginn in einem schallisolierten Raum akklimatisiert. Die Akklimatisation 
diente dazu, den IEG-Level auf ein Minimum zu bringen, um damit die 
stimulationsbedingte Aktivität optimal detektieren und das Stressniveau der 
Versuchstiere reduzieren zu können (Burmeister et al. 2008). Stress hat u.a. einen 
negativen Effekt auf die synaptische Plastizität, indem die Anzahl dendritischr Spines 
reduziert wird und damit auch die postsynaptische Erregung. Das wiederum 
beeinflusst die Rezeptordichte und das synaptische Potential, so dass es zu einer 
Abnahme der c-fos Induktion kommen kann (Kennedy et al. 2005; Chen et al. 2008).  
Ein erhöhter Cortisol-Level kann außerdem die Rufbereitschaft reduzieren (Moore & 
Rose 2002). Welche Akklimatisierungszeit optimal gewesen wäre, konnte aufgrund 
der geringen Anzahl erfolgreich durchgeführter Versuche nicht eindeutig ermittelt 
werden. In Bezug auf das hormonbehandelte Tier wäre wahrscheinlich eine kürzere 
Phase besser gewesen, da innerhalb einer Woche der Hormonspiegel wieder 
abnehmen kann und somit auch die innere Bereitschaft zur Vokalisation. Das 
hormonbehandelte Versuchstier wies insgesamt weniger c-fos positive Somata auf 
als das Kontrolltier. Die Sensitivität für konspezifische Rufe war bei diesem Tier 
wahrscheinlich geringer, so dass nur wenige Hirnareale aktiviert wurden.  
 
Die Sensitivität für akustische Signale wird bei Anuren hauptsächlich durch Hormone 
und Neuromodulatoren reguliert. Dabei korrelieren die saisonalen Änderungen des 
Hormonspiegels mit der saisonalen Rufaktivität (Kelley & Pfaff 1976; Obert 1977a; 
Yamaguchi & Kelley 2002; Gordon & Gerhardt 2009; Arch & Narins 2009). In dieser 
Arbeit wurden die Versuche mit dem Kontrolltier sowie der Stimulationstiere 1 und 2 
(Bedingung K S1und S2) im Juli und mit dem hormonbehandelten Tier (Bedingung 
S2+H) im Oktober durchgeführt. Beim Vergleich der Expressionsmuster mit der 
Rufaktivität, die im Frühjahr am höchsten ist (Akef & Schneider 1985), fällt auf, dass 
das hormonbehandelte Tier wesentlich weniger c-fos positive Neurone aufweist. 
Cobellis et al. (1999) konnte bei freilebenden Rana esculenta keine Korrelation 
zwischen der Fos- und GnRH-Aktivität im Gehirn nachweisen, so dass vermutlich 
andere Faktoren, wie z.B. Temperaturunterschiede, eine Rolle für den erhöhten c-fos 
Level spielen. Temperatur- und Lichtunterschiede spielen jedoch bei den hier 
verwendeten Labortieren keine wesentliche Rolle, da alle Versuchstiere unter 
gleichen Bedingungen getestet worden sind. Es bleibt weiterhin offen, ob letztendlich 
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Hormone, Neuromodulatoren, Neurotransmitter oder eine Kombination aus allen drei 
Faktoren für den Unterschied bzw. die Intensität der Expressionsmuster 
verantwortlich sind. 
 
Die Intensitätsunterschiede der verschiedenen markierten Hirnregionen hängen 
weiterhin von dem Zeitverlauf der RNA- und Proteinsynthese der IEGs des jeweiligen 
Neurons ab (Sheng & Greenberg 1990; Friauf 1994; Morgan et al. 1987; Clayton 
2000; Burmeister et al. 2008). Für die Aktivierung vokalisationsrelevanter 
Hirnregionen hat sich bei Vögeln und Säugetieren eine Stimulationszeit von 30 
Minuten am effektivsten erwiesen, da innerhalb von 15-30 Minuten nach 
Stimulationsbeginn der höchste mRNA-Spiegel bzw. nach 1-1,5 Stunden der höchste 
Fos-Spiegel nachgewiesen wurde (Clayton 2000; Burmeister et al. 2008). In 
Anlehnung an die Ergebnisse von Clayton (2000) und Burmeister et al. (2008) 
konnten auch in den hier vorliegenden Experimenten nach einer Stimulationszeit von 
30 Minuten und einer Überlebenszeit von 120 Minuten markierte Neurone in 
vokalisationsrelevanten Arealen beobachtet werden (siehe 4.2.2.3). Allerdings 
antworten nicht alle Neurone nach einer Exzitation mit einer c-fos Expression bzw. 
nicht alle c-fos exprimierende Neurone wurden depolarisiert (Dragunow & Faull 1986; 
Morgan & Curran 1989; Hoffman & Lyo 2002), was als Parameter bei der 
Interpretation der Daten berücksichtigt werden muss.  
 
Ein weiteres Problem war die Spezifität des primären Antikörpers, da bisher keine c-
fos Untersuchungen im Gehirn von Bombina orientalis durchgeführt wurden, so dass 
keine Vergleichsmöglichkeiten bestehen. Die Entscheidung, dennoch den c-fos 
Antikörper zu verwenden, war dadurch begründet, dass er sowohl bei Vögeln, 
Säugetieren, Fischen und auch bei Amphibien erfolgreich eingesetzt wurde, u.a. 
auch, um die Repräsentation auditorischer Signale zu analysieren (Ubink et al. 1997; 
Matsuoka et al. 1998; Cobellis 1999; Yao et al. 2004; Calle et al. 2006; Burmeister et 
al 2008; Laberge et al. 2008). Es bleibt jedoch unklar, ob die nicht gelungenen 
Färbungen durch Fixierungs- oder Behandlungsunterschiede oder eventuell durch 




4.2.2 Verteilung von c-fos positiven Neuronen im Gesamthirn 
4.2.2.1 Basale c-fos Aktivität 
Eine basale c-fos Expression wurde schon von verschiedenen Autoren beschrieben 
(Dragunow & Faul 1989; Sadananda & Bischof 2002; Yao et al. 2004; Sadananda et 
al. 2008). Yao et al. (2004) wiesen u.a. bei Kontrolltieren der Art Xenopus laevis eine 
geringe Anzahl c-fos positiver Neurone in der Granulärzellschicht des Bulbus 
olfactorius, im Pallium laterale, im Nucleus accumbens, im Striatum laterale und im 
Nucleus hypothalamicus ventralis nach. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde ein 
basaler c-fos Spiegel in telencephalen Kerngebieten beobachtet, insbesondere in der 
Granulärzellschicht und im Pallium mediale. Allerdings wurden auch markierte 
Neurone in limbischen und thalamischen Strukturen sowie im Torus semicircularis 
und im Locus coeruleus detektiert. Das Expressionsmuster ist vergleichbar mit 
stressgetesteten Krallenfröschen in der Studie von Yao et al. (2004). 
Die markierten Neurone im Torus semicircularis, Nucleus principalis und laminaris, 
legen eine Wahrnehmung von Geräuschen nahe, die wahrscheinlich aus den 
Versuchsbedingungen, wie z.B. durch Versuchsvorbereitungen und/oder auch 
selbstinduzierte Wassergeräusche der Versuchstiere, resultierten. Diese Hypothese 
wird unterstützt durch markierte Neurone im Locus coeruleus, die u.a. bei 
aufmerksamkeitsgesteuertem Verhalten, wie z.B. der Orientierung hin zu neuen 
Reizen, oder auch bei Stresssituationen aktiv sind (Vankov et al. 1995; Cirelli et al. 
1996). Eine Möglichkeit zur Reduzierung von Geräuschquellen wäre z.B. eine leise 
Beschallung mit weißem Rauschen während der Akklimationszeit, so dass kein 
Neuigkeitseffekt bei den Versuchsvorbereitungen entstehen könnte und die 
Versuchstiere somit adaptiert wären. Dass eine basale Expressison von IEGs im 
Torus semicircularis vorkommen kann, konnte auch in der Studie von Hoke et al. 
(2004) bei männlichen Túngara-Fröschen nachgewiesen werden.  
 
Im Vergleich zum Kontrolltier enthielt das hormonbehandelte Tier der Bedingung 
S2+H viel weniger markierte Neurone. Jedoch muss hier berücksichtigt werden, dass 
dieses Tier im Oktober gemessen wurde und die Hormongabe möglicherweise nicht 
ausreichte, um die fehlenden intrinsischen Hormone zu substituieren. Ein Grund 
hierfür könnte sein, dass außerhalb der Paarungszeit nicht nur die Hormone, 
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sondern auch deren Rezeptoren herunterreguliert sind. Dafür spricht die Tatsache, 
dass Hormone ausschließlich während der Reproduktionsphase einen starken 
Einfluss auf die Filtereigenschaften des auditorischen Systems ausüben (Brzoska & 
Obert 1980; Walkowiak 1980; Penna et al. 1992; Miranda & Wilczynski 2009). 
Brzoska & Obert (1980) konnten eine Beeinflussung der arteigenen Rufe auf die 
Hormonsynthese nachweisen, die schließlich zu einer Erhöhung der 
Reproduktionsaktivität von Männchen und Weibchen führt.  
 
4.2.2.2 Akustisch basierte c-fos Aktivität 
Das Versuchstier der Bedingung S1 hat während der Stimulation nicht geantwortet 
und ist daher der Gruppe der „Zuhörer“ zuzuordnen. Im Gegensatz zu den 
Versuchstieren der Bedingung S2 konnten keine markierten Neurone in den ersten 
beiden Hörbahnstationen detektiert werden, sondern erst im Torus semicircularis. 
Hier konnten speziell im Nucleus laminaris und im Nucleus pricipalis c-fos positive 
Neurone beobachtet werden. Die unterschiedlichen Expressionsmuster beider 
Subnuclei wurden ebenfalls bei Hoke et al. (2007) beschrieben, wobei der Nucleus 
laminaris bei Túngara-Fröschen mit einer erhöhten egr-1 Expression auf 
konspezifische Rufe reagierte. Aufgrund der niedrigen Anzahl von getesteten 
Versuchstieren lassen sich allerdings keine Aussagen über der Funktionalität der 
jeweiligen toralen Neuronenpopulation machen. Bei den vorliegenden 
Untersuchungen der Bedingung S1 wurden zusätzlich prämotorische und 
sensomotorische Zentren (z.B. Nucleus praetrigeminalis, Tegmentum, Nucleus 
posterior thalami) angefärbt, was teilweise auch von Hoke et al. (2007) berichtet 
wurde. Das Anfärben von Vorderhirn-Neuronen, z.B. im Striatum, Septum und der 
Amygdala, weist vermutlich auf einen modulierenden Effekt auf die prämotorischen 
Areale und letztendlich auch auf den motorischen Ausgang hin (Walkowiak et al. 
1999). Da keine markierten Neurone im Nucleus praeopticus anterior detektiert 
wurden, bezieht sich diese Aktivierung nicht auf die Vokalisation. Das zusätzliche 
Anfärben der Basalganglien unterstützt jedoch die Hypothese einer lokomotorischen 




4.2.2.3 Vokalisations-basierte c-fos Aktivität 
Die beiden Versuchstiere der Bedingung S2 wiesen gegenüber den anderen 
Behandlungsgruppen markierte Hirnareale auf, die in die Rufgenerierung involviert 
sind: hierzu gehören der Nucleus praeopticus anterior und der Nucleus 
hypothalamicus dorsalis. Dass beide Areale in der Generierung von Paarungsrufen 
involviert sind, konnte schon in früheren elektrophysiologischen, hodologischen und 
Läsionsstudien erfolgreich nachgewiesen werden (Schmidt 1966a, 1968, 1976, 1984; 
Knorr 1976; Brahic & Kelley 2003). Außerdem wurde im Vergleich zu den anderen 
Behandlungsgruppen eine leicht erhöhte Dichte c-fos positiver Neurone im Nucleus 
praetrigeminalis, dem vokalen Mustergenerator, festgestellt.  
Im Bereich der Motoneurone des N. V, VII, IX-X und XII, die für die Innervation des 
Rufapperates zuständig sind (Walkowiak 2007), konnte keine c-fos Aktivität 
festgestellt werden, was wiederum auf einen fehlenden „novelty 
effect“ zurückzuführen ist, da die Motoneurone z.B. im Rahmen der Atmung 
permanent aktiv sind. Weiterhin konnten bei einem rufaktiven Tier markierte Neurone 
in der zweiten Hörbahnstation, der Oliva superior, identifiziert werden. Die 
differierenden c-fos Aktivitäten innerhalb der unteren Hörbahnstationen resultiert 
wahrscheinlich auch aus einer permanenten Neuronenaktivität, wobei auch 
Unterschiede in den Eigenschaften des Trommelfells, Mittel- und Innenohrs eines 
Individuums mit verantwortlich sein können (Friauf 1995). Die Erklärung der 
Unterschiede bleibt jedoch aufgrund der geringen Anzahl von Versuchstieren eher 
spekulativ. Auch bei dieser vokalisierenden Behandlungsgruppe S2 wurden sowohl 
prämotorische, sensomotorische und limbische Hirnareale markiert. Bei den 
limbischen Strukturen spielt das Septum eine wesentliche Rolle beim Rufverhalten 
der Männchen. Walkowiak et al. (1999) konnten durch Läsionsstudien inhibitorische 
Effekte auf den vokalen Schrittmacher (Nucleus praeopticus anterior) nachweisen. 
Das Septum und auch andere vokalisationsrelevante Kerngebiete erhalten 
außerdem serotonerge Eingänge aus dem Nucleus raphé (Roden et al. 2002), der 




4.2.2.4 Funktionelle Bedeutung 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die c-fos Methode einen guten Überblick 
über die Gesamtaktivität nach einem spezifischen Reiz gibt. Eine Korrelation mit dem 
Verhalten, die anzeigt, ob eine erhöhte c-fos-Expression z.B. das Ergebnis eines 
neuartigen Reizes oder vielmehr die Konsequenz einer verstärkten motorischen 
Aktivität ist, kann eindeutig nur mit Hilfe einer größeren Stichprobe ermittelt werden. 
Störfaktoren, wie z.B. die Konstitution des Tieres (Hormonspiegel, generelle 
Rufbereitschaft etc.), können die Analyse zusätzlich erschweren, da die Expression 
von IEGs maßgeblich von der Reizschwelle des jeweiligen Neurons abhängig ist. 
 
4.3 Hodologische Untersuchungen der Vokalisationsbahn 
4.3.1 Methodische Befunde 
4.3.1.1 Elektrische Stimulation 
Bei einer extrazellulären elektrischen Reizung werden Neuronenpopulationen eines 
Hirnareals über eine Elektrode stimuliert. Die induzierte neuronale Aktivität kann bei 
nachgeschalteten Zellen sowohl zu Exzitation als auch zu Inhibition führen. Diese 
Signale können mit einer Ableitelektrode registriert und für elektrophysiologische 
oder hodologische Fragestellungen genutzt werden.  
 
In dieser Arbeit wurde die extrazelluläre Stimulation in der Area praeoptica 
verwendet, um anhand der generierten Potentiale den Nucleus praetrigeminalis zu 
lokalisieren, so dass eine präzise Positionierung der Neurobiotin-gefüllten 
Ableitelektrode möglich war. Dass die Area praeoptica als vokaler Schrittmacher 
fungiert und einen Einfluss auf den vokalen Mustergenerator hat, konnte schon in 
zahlreichen Stimulations-, Läsions- und Ablationsversuchen erfolgreich 
nachgewiesen werden (Schmidt 1966, 1968, 1971, 1973; Knorr 1976; Wada & 
Gorbman 1977a,b; Urano 1988). Es konnten jedoch bei allen hier durchgeführten 
Stimulationsversuchen keine extrazellulären Potentiale im Nucleus praetrigeminalis 
registriert werden, so dass der Marker Neurobiotin ohne elektrophysiologische 




Über die Verbindung zwischen der Area praeoptica und dem Nucleus 
praetrigeminalis gibt es widersprüchliche Aussagen: Wetzel et al. (1985) wiesen 
mittels WGA-HRP eine direkte Verbindung beider Areale bei der Art Xenopus laevis 
nach, wohingegen Brahic & Kelley (2003) diese Verbindung mit Fluororuby nicht 
bestätigen konnten. In Anbetracht dessen, dass WGA-HRP transneuronal auch über 
synaptische Verbindungen transportiert werden kann (Köbbert 2000), scheint es 
sowohl eine indirekte Verbindung als auch eine schwache direkte Verbindung zu 
geben, was bei meinen Versuchen die Notwendigkeit einer hohen Reizstärke 
erforderlich gemacht hat. Die möglicherweise zu hohe Stromapplikation und/oder 
mechanische Beschädingugnen der Stimulationselektode könnte allerdings zu einer 
Zerstörung der Neurone in der Area praeoptica geführt haben (vgl. POa; Abb. 19-S5, 
21-S2, 21-S3), was wiederum die fehlenden evozierten Potentiale im Nucleus 
praetrigeminalis erklären würde.  
 
4.3.1.2 Neurobiotin 
Die Untersuchung von neuronalen Verbindungen im Nervensystem mit dem Marker 
Neurobiotin ist eine etablierte Methode (Kita & Armstrong 1990; Lapper & Bolam 
1991; Hunag et al. 1992; Maier et al. 2010). In Kombination mit einer DAB-Reaktion 
konnte eine hohe Nachweisbarkeitsrate bzw. eine tiefschwarze und lichtstabile 
Markierung erreicht werden (Adams 1981; Shu et al. 1988; Luksch 1994).  
 
Der Marker Neurobiotin wurde bei extrazellulärer Applikation insgesamt sehr gut von 
den umliegenden Neuronen aufgenommen. Entsprechend der Applikationsmenge 
konnte bei den durchgeführten Versuchen sowohl ein anterograder als auch ein 
retrograder Transport beobachtet werden. Ein guter anterograder Transport wurde 
schon in früheren Tracingstudien erfolgreich nachgewiesen (Kita & Armstrong 1990; 
Lapper & Bolam 1991; Huang et al. 1992), wobei retrograd nur bedingt transportiert 
wurde (Kita & Armstrong 1990; Barnes et al. 1994). Neurobiotin kann durch 
Druckapplikation, in kristalliner Form oder auch iontophoretisch appliziert werden 
(Köbbert et al. 2000). Im Zusammenhang mit elektrophysiologischen 
Untersuchungen hat sich jedoch die iontophoretische Form als effizienter erwiesen 
(Lapper & Bolam 1991). Mit einem entsprechenden Elektrodenwiderstand kann diese 
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Technik sowohl für intrazelluläre als auch für extrazelluläre Färbungen genutzt 
werden. Ein zusätzlicher Vorteil dieser Methode ist eine genaue Lokalisation der 
Elektrodenspitze vor der Stromeinprägung. In dieser Arbeit hing die Qualität des 
retrograden Transportes u.a. von der Amplitude des Applikationsstromes, der 
Konzentration des applizierten Tracers, der Traceraufnahme der Neuronen und den 
entsprechenden Hirnarealen ab. Bei den meisten durchgeführten Experimenten hat 
sich eine Applikationsstromstärke von 180 – 250 nA, eine Neurobiotin-Konzentration 
von 10% und eine Applikationszeit von 30 Minuten als effektiv erwiesen. Aufgrund 
seines niedrigen Molekulargewichts wird Neurobiotin sehr schnell aufgenommen und 
transportiert, so dass eine kurze Laufzeit von 1-2 Tagen zu einem großen 
Detailreichtum von neuronalen Strukturen führen sollte. Jedoch wurden oft keine 
axonalen und dendritischen Arborisationen angefärbt bzw. weiter entfernte 
Strukturen waren zuweilen schwach markiert, was eventuell an einer schnellen 
Metabolisierung von Neurobiotin, einer Ausscheidung der Substanz in den 
Extrazellulärraum oder an der Faserqualität der untersuchten Neurone liegen könnte 
(Kita & Armstrong 1990; van Haeften & Wouterlood 2000; Roden 2002). Eine geringe 
Läsion konnte bei den medio-sagittal getrennten Gehirnen beobachtet werden, 
allerdings nicht bei den Ganzhirnpräparaten. Das hohe Verletzungspotential entstand 
anfangs durch das mehrfache Einstechen der Ableitelektrode in das Gewebe (siehe 
Abb. 19-S1). 
 
Ein weiterer Faktor, der bei der Interpretation von Neurobiotinfärbungen 
berücksichtigt werden muss, ist ein transneuronaler Transport über die Synapsen 
bzw. über Gap Junctions (Huang et al. 1992; Peinado et al. 1993; Luo & Dessem 
1996; Kirnan 2006). Außerdem gibt es widersprüchliche Aussagen über die 
Farbstoffaufnahme via Fibers of Passage: Während Barnes et al. (1994) und Huang 
et al. (1992) keine Markeraufnahme beobachten konnten, berichtete Pinauld (1996) 
von Anfärben der Fibers of Passage nach extrazellulärer Iontophorese. Auch bei 
Anuren konnte ein Anfärben nach iontophoretischer Applikation detektiert werden 
(Luksch 1994; Roden 2002), was ich in meinen Experimenten ebenfalls beobachtet 





Eine ergänzende Methode für die Aufklärung neuronaler Verbindungen spezifischer 
Hirnareale war die Verwendung fluoreszenzgekoppelter Dextranamine (Glover et al. 
1986; Schmued et al. 1990; Brahic & Kelley 2003). Diese Tracer werden ebenfalls 
antero- und retrograd mit hoher Geschwindigkeit (ca. 2mm/h) transportiert und sind 
im Gegensatz zum Marker Neurobiotin direkt sichtbar (Schmued et al. 1990; Fritsch 
1993). Aufgrund verschiedener Absorptionsspektren können multiple 
Fluoreszenzfarbstoffe auch gleichzeitig eingesetzt werden, so dass synaptische 
Konnektivitäten besser untersucht werden können. Bei multiplen Färbungen spielen 
gerade die Laufeigenschaften der jeweiligen Tracer eine wichtige Rolle, um eine 
adäquate Färbung zu erhalten (Novikova et al. 1997). Da sowohl Dextranamin-
Tetramethylrhodamin als auch Dextranamin Alexa Fluor® 488 in meinen Tracings 
unterschiedliche Laufeigenschaften aufwiesen, konnte ich keine qualitativ gute 
Doppelfärbung erzielen. Möglicherweise hängt eine gute retrograde Färbung 
ebenfalls von der Faserqualität der zu untersuchenden Neurone oder auch von der 
Faserdichte der jeweiligen Kerngebiete ab.  
 
In meiner Arbeit wurden die beiden Dextranamin-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe 
Tetramethylrhodamin und Alexa Fluor® 488 verwendet, wobei das Rhodamin-
gekoppelte Dextranamin eine wesentlich höhere Fotostabilität aufwies. In den ersten 
Versuchen hatten beide Fluorophore ein Molekulargewicht von 10.000 kD, was 
letztendlich einen negativen Effekt auf den Transport hatte, weshalb hauptsächlich 
ein lokaler Transport beobachtet wurde. Fritsch (1993) und Kaneko et al. (1996) 
konnten nachweisen, dass Fluorophore mit einem Molekulargewicht von 3.000 kDa 
viel schneller vom Gewebe aufgenommen und transportiert werden, wobei weitere 
Faktoren, wie z.B. die Konzentration und Laufzeit des jeweiligen Tracers, auch 
entscheidend waren. Ein weiterer Faktor, von dem ein gutes Tracing abhing und der 
sich erst zum Schluss meiner experimentellen Arbeit herausgestellt hat, war die 
Lösung der Farbstoffkristalle in destilliertem Wasser und nicht in Phosphatpuffer. 
 
Die Fluoreszenzfarbstoffe können sowohl über Kristall- als auch Druckapplikation 
injiziert werden (Glover et al. 1986; Fritsch & Wilm 1990; Köbbert 2000). In meiner 
Arbeit hat sich die Druckapplikation als bessere Methode bewährt, weil dadurch eine 
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bessere Positionierung der Applikationskapillare möglich war, die Applikationsmenge 
besser kontrolliert werden konnte und die fluoreszenzgekoppelten Dextranamine 
besser transportiert wurden. Die Farbstoffaufnahme kann sowohl an Axonterminalien 
als auch an zerstörten Zellstrukturen erfolgen, wobei die letztgenannte Variante 
effektiver ist (Glover et al. 1986; Kaneko 1996). Fritzsch (1993) konnte außerdem 
erfolgreich nachweisen, dass der Transport primär über Diffusion erfolgt und 
sekundär über einen langsamen axonalen Transport, während ein transneuronaler 
Transport über die chemische Synapse nicht beobachtet werden konnte (Köbbert 
2000). Aufgrund ihrer Sensitivität bei der Kryo- und Paraffin-Schnitttechnik wurden 
alle fluoreszenzbehandelten Gehirne mit einem Vibratom geschnitten (Luksch 1994; 
Köbbert 2000).  
 
4.3.2 Verbindungen des Nucleus praetrigeminalis                       
(vokaler Mustergenerator) 
Die neuroanatomische Aufklärung der Vokalisationsbahn von Anuren basierte bisher 
hauptsächlich auf Untersuchungen der Art Xenopus laevis (Wetzel et al. 1985; Brahic 
& Kelley 2003). Aufgrund seines abweichenden Rufmechanismus (siehe 1.3.1) und 
der widersprüchlichen Aussage bezüglich der Verschaltung zwischen der Area 
praeoptica und dem Nucleus praetrigeminalis, wurden in dieser Arbeit hodologische 
Studien bei der pädomorphen Art Bombina orientalis durchgeführt. Diese sollten 
primär Aufschluss über die Verschaltung des Nucleus praetrigeminalis geben.  
 
4.3.2.1 Eingänge des Nucleus praetrigeminalis 
 
Die vorliegenden Tracings ausgehend vom Nucleus praetrigeminalis zeigen, dass 
der vokale Mustergenerator (Nucleus praetrigeminalis) und der vokale Schrittmacher 
(Area praeoptica) nicht direkt verschaltet sind, sondern dass Informationen vielmehr 
über parallele Zwischen- bzw. Relaisstationen laufen. Diese Befunde stehen zwar im 
Widerspruch mit den Daten von Wetzel et al. (1985), die nach WGA-Tracings in den 
Nucleus praetrigeminalis (DTAM) bei Xenopus laevis markierte Zellkörper in dem 
Nucleus praeopticus anterior nachweisen konnten. Brahic & Kelley (2003) hingegen 
konnten bei Xenopus laevis auch keinen direkten Weg zwischen dem Nucleus 
praetrigeminalis und der Area praeoptica nachweisen. Darüberhinaus wurden meine 
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Ergebnisse, die in Übereinstimmung mit den Angaben von Brahic & Kelley (2003) 
stehen, jüngst durch die Befunde von Domínguez et al. (2013) bestätigt, die 
biotinylierte Dextranamine (BDA) in die Area praeoptica bei Xenopus laevis injizierten 
und keine deszendierenden Efferenzen im Nucleus praetrigeminalis, jedoch im 
Nucleus raphé nachweisen konnten. 
 
Extrazelluläre Tracings, die im Dendritendfeld des Nucleus praetrigeminalis 
durchgeführt wurden, wiesen außerdem vereinzelt retrograd gefärbte Neurone in de 
Nucleus praeopticus anterior auf. Diese gelegentlichen Markierungen wurden auch 
von Brahic & Kelley (2003) beobachtet, jedoch gingen die Autoren von einer 
indirekten Innervierung des vokalen Mustergenerators aus. Im Falle einer schwachen 
direkten Verbindung würde diese über synaptische Kontakte an den dendritschen 
Arborisationen des Nucleus praetrigeminalis erfolgen, die ich mit Doppelfärbungen 
jedoch nicht bestätigen konnte. Es ist also wahrscheinlich, dass die retrograde 
Markierung in der Area praeoptica über Traceraufnahme vorbeiziehender Fasern 
zustande kam. Dass der Nucleus praeopticus anterior bis in die Medulla oblogata 
projiziert, konnten „back-fill“-Tracings im Bereich des N. X und XII von Schneider 
(2012) zeigen, die retrograd markierte Zellkörper in diesem Areal nachweisen konnte. 
 
Aufgrund der geringen retrograden Markierung in dem Nucleus praeopticus anterior 
scheint in Bombina orientalis eine indirekte Verschaltung zwischen beiden 
Vokalisationsarealen zu existieren. Es stellt sich die Frage, welches Kerngebiet 
letztendlich die Aktivität des vokalen Mustergenerators bezüglich konspezifischer 
Paarungsrufe beeinflusst. 
 
4.3.2.2 Mögliche Relaisstationen 
 
Der Nucleus praetrigeminalis erhielt afferente Eingänge aus dem Infundibulum. In 
meinen Präparaten wurden nach Applikationen im Dendritenfeld des Nucleus 
praetrigeminalis retrograd markierte Zellkörper im Infundibulum, pars dorsalis 
nachgewiesen, während markierte Fasern hauptsächlich im Infundibulum, pars 
ventralis beobachtet wurden. Tracer-Applikationen im Somabereich des Nucleus 
praetrigeminalis erzeugten jedoch keine Färbung im gesamten Infundibulum, was auf 
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einen synaptischen Kontakt an den dendritischen Aborisationen schließen lässt. 
Über die afferenten Eingänge aus dem Infundibulum existieren in der Literatur 
widersprüchliche Aussagen: Während Wetzel et al. (1985) keine markierten Neurone 
im Infundibulum detektierten, fanden Brahic & Kelley (2003) angefärbte Somata im 
Infundibulum, pars dorsalis und im Infundibulum, pars ventralis, was teilweise mit 
meinen Ergebnissen übereinstimmt. Da das Infundibulum starke reziproke 
Verbindungen zum Nucleus praeopticus anterior und zum Nucleus raphé, pars 
dorsalis bei Xenopus laevis aufweist (Brahic & Kelley 2003), wurden im Infundibulum 
von Bombina orientalis Tracing-Applikationen durchgeführt, die Auskünfte über seine 
Eingänge und Ausgänge geben sollten (siehe 4.3.4). 
 
Eine weitere Relaisstation ist das Tegmentum, das bei den bisherigen 
Untersuchungen der Vokalisationsbahn von Anuren wenig beachtet worden ist. 
Tracer-Applikationen im Soma des Nucleus praetrigeminalis führten zu retrograd 
markierten Zellkörpern im anterodorsalen Tegmentum, pars dorsalis, während 
Injektionen im Dendritenfeld meistens das gesamte Areal markierten, was aufgrund 
des Fasergeflechts auch zu erwarten war. Auffälig waren dabei stark markierte 
Fasertrakte, die zwischen beiden Kerngebieten beobachtet wurden und auf robuste 
Verbindungen hinweisen. Das Tegmentum ist ein Integrationszentrum, das u.a. in 
sensomotorische Prozesse involviert ist und einen Einfluss auf die Vokalmotorik 
ausüben kann. Um Aufschluss über seine Eingänge und Ausgänge zu erhalten, 
insbesondere zur Area praeoptica, wurden in meiner Arbeit zusätzliche Tracer-
Applikatioen im Tegmentum durchgeführt (siehe 4.3.5). 
 
Meine Befunde zeigten ebenfalls afferente Eingänge aus dem Striatum ventrale und 
dem Nculeus raphé, pars dorsalis, wobei die unterschiedlichen Applikationsstellen im 
Bereich des Nucleus praetrigeminalis auch hier eine wichtige Rolle spielten: Beide 
Nuclei enthielten retrograd markierte Zellkörper und Fasern nach Tracer-
Applikationen in das Dendritenfeld, während Applikationen im Somabereich nur 
aszendierende Efferenzen aus dem Nucleus praetrigeminalis im Striatum anfärbten. 
Brahic & Kelley (2003) beschrieben einen möglichen indirekten Weg von der Area 
praeoptica zum Nucleus praetrigeminalis über das Striatum ventrale und/oder über 
den Nucleus raphé, pars dorsalis, was auch von Domínguez et al (2013) vermutet 
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wird. Weitere Literaturangaben weisen auf eine reziproke Verbindung zwischen dem 
Striatum und dem Nucleus praetrigeminalis hin (Wetzel et al. 1985; Roden 2002), so 
dass eine direkte Beeinflussung der basalen Vorderhirnstruktur auf den vokalen 
Mustergenerator und damit auf die Vokalmotorik existieren könnte. Sowohl das 
Striatum als auch die Area praeoptica enthalten auditorische Neurone, so dass eine 
Beeinflussung des Rufverhaltens durch akustische Informationen aus dem Striatum, 
wie z.B. konspezifische Paarungsrufe, möglich ist (Aitken & Capranica 1984; Wetzel 
et al. 1985). Der Nucleus raphé ist reziprok sowohl mit dem Nucleus praeopticus 
anterior, sowie allen prämotorischen und sensomotorischen Vokalisationsarealen, 
wie z.B. dem N. IX-X, dem Striatum ventrale oder auch dem Infundibulum, pars 
dorsalis, verbunden (Marín et al. 1997a; Brahic & Kelley 2003) und übt einen 
modulierenden Einfluss mittels Serotonin auf das Rufverhalten bei Xenopus laevis 
aus (Rhodes et al. 2007; Yu & Yamaguchi 2010). Die von Brahic & Kelley (2003) 
beschriebenen afferenten Eingänge vom Striatum und vom Nucleus raphé, pars 
dorsalis konnten auch in meinen Präparaten beobachtet werden. Beide Areale sind 
an der Modulierung des vokalen Mustergenerators beteiligt und kämen damit als 
geeignete Gebiete für eine indirekte Verschaltung bei Bombina orientalis in Frage. 
 
4.3.3 Verbindungen der Area praeoptica (vokaler Schrittmacher) 
Die vorliegenden Tracings in der Area praeoptica sollten Aufschluss über seine 
efferenten Ausgänge, insbesondere im Bezug auf mögliche Zwischen- und/oder 
Relaisstation im Vokalisationssystem, geben. 
 
Die durchgeführten Tracings in der Area praeoptica führten zu keiner Anfärbung von 
retrograd markierten Somata und/oder anterograd markierten Fasern im Nucleus 
praetrigeminalis. Es wurden zwar Fasern beobachtet, die in Richtung Hirnstamm 
zogen, jedoch konnte in meinen Präparaten kein direkter Kontakt nachgewiesen 
werden, auch nicht an den dendritischen Arborisationen des Nucleus 
praetrigeminalis. Diese Befunde stehen weiterhin in Übereinstimmung mit den Daten 
von Brahic und Kelley (2003) und Domínguez et al. (2013), die auch keine 
Afferenzen und retrograd markierte Zellen im Nucleus praetrigeminalis nachweisen 
konnten, stattdessen aber im Nucleus raphé, pars dorsalis, was eventuell den caudal 
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ziehenden Fasern in meiner Arbeit entsprechen könnte. Dass im Nucleus raphé, pars 
dorsalis keine markierten Faser und/oder Zellkörper detektiert wurden, liegt 
wahrscheinlich am schlechten Transport des Fluoreszenzfarbstoffes. Ob der Nucleus 
praeopticus anterior bei der Art Bombina orientalis ebenfalls reziproke Verbindungen 
zum Nucleus raphé, pars dorsalis aufweist, könnte durch weitere Tracing-
Applikationen mit längeren Laufzeiten oder Stimulationsexperimente verifiziert 
werden.  
 
Es wurden auch Fasern und Zellkörper im Striatum ventrale markiert, was in guter 
Übereinstimmung mit den Literaturangaben von Wetzel et al. (1985), Fujita & Urano 
(1986), Brahic & Kelley (2003) und Domínguez et al. (2013) steht. Widersprüchliche 
Ergebnisse erzielten die Tracing-Studien von Allison & Wiczynski (1991) und Marín 
et al. (1997c), die sowohl bei Hyla cinerea, Rana perezi als auch Xenopus laevis 
nach Tracer-Applikationen in die Area praeoptic anterior keine retrograd markierten 
Zellkörper im Striatum beobachten konnten. Diese unklaren hodologischen Befunde 
resultieren wahrscheinlich aus der Verwendung unterschiedlicher Tracer, 
differierender Applikationsorten bzw. –techniken und aus Artunterschieden, da 
insbesondere bei Xenopus laevis widersprüchliche Daten nachgewiesen wurden. 
Dass auch eine reziproke Verbindung zwischen dem Striatum und dem Nucleus 
praeopticus anterior existiert, konnten Roden (2002) und Endepols et al. (2004) bei 
Bombina orientalis und Hyla versicolor nachweisen. 
 
Weiterhin konnten in meinen Präparaten sowohl markierte Neurone als auch Fasern 
im Nucleus anterior thalami detektiert werden, die ebenso von Brahic & Kelley (2003) 
beschrieben wurden. Der Nucleus praeopticus anterior erhält auditorische 
Informationen über den Nucleus anterior thalami (Mudry & Capranica 1980; Allison & 
Wilczynski 1991). Diese Eingänge können wiederum das endokrine System 
beeinflussen, so dass paarungsbereite Männchen zur Vokalisation angeregt werden 
(Allison & Wilczynski 1991; Wilczynski et al. 1993). Die Area praeoptica und auch 
das Infundibulum regulieren zusammen die Sekretion von Steroidhormonen und 
Gonadotropin (Allison & Wilczynski 1991; Wilczynski et al. 1993; Burmeister & 
Wilczynski 2000; Brahic & Kelley 2003; Domínguez et al. 2013): Im Infundibulum, 
pars ventralis wurden hauptsächlich Fasern und Terminalien detektiert, während das 
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Infundibulum, pars dorsalis ein markiertes Neuron aufwies. Hodologische 
Untersuchungen an Raniden und Bufoiden weisen ebenfalls auf eine reziproke 
Verbindung zwischen der Area praeoptica und dem Infundibulum hin (Neary 1980; 
Fujita & Urano 1986). 
 
Das Tegmentum erhält ebenfalls efferente Eingänge aus der Area praeoptica, die 
ausschließlich im anteriodorsalen Subnucleus detektiert wurden. In dem gleichen 
Areal konnten wiederum auch markierte Afferenzen aus dem Nucleus 
praetrigeminalis sowie dorthin projizierende efferente Neurone nachgewiesen 
werden. Das anteriore Tegmentum, pars dorsalis ist u.a. in komplexe 
sensomotorische Schaltkreise involviert, wie z.B. in das System der Basalganglien, 
und wird mit der Substantia nigra, pars reticulata homologisiert, die Ausgangsstruktur 
der Basalganglien (Marin et al. 1997b; Smeets et al. 2000).  
 
Die Tracer-Applikationen in die Area praeoptica belegen, dass kein direkter Kontakt 
zum Nucleus praetrigeminalis existiert. Die Informationen zwischen dem vokalen 
Schrittmacher und dem vokalen Mustergenerator werden vielmehr über 
verschiedene indirekte Wege geleitet, wie z.B. das Infundibulum oder das 
Tegmentum.  
 
4.3.4 Verbindungen des Infundibulum 
Die Tracer-Applikationen in den Nucleus praetrigeminalis und in die Area praeoptica 
zeigten, dass beide Areale mit dem Infundibulum, pars dorsalis und pars ventralis 
verbunden sind. Aufgrund seiner weiteren Konnektivitäten zu sensomotorischen und 
prämotorischen Arealen ist eine Relais-Funktion über das Infundibulum sehr 
wahrscheinlich, weshalb ich weitere Untersuchungen in diesem Areal vorgenommen 
habe. 
 
Die Tracings in das dorsale und dorsoventrale Infundibulum wiesen starke reziproke 
Verbindungen zur Area praeoptica auf, was durch angefärbte Zellkörper und Fasern 
im Nucleus praeopticus anterior, Nucleus praeopticus posterior sowie im Nucleus 
suprachiasmaticus belegt werden konnte, während der Nucleus praetrigeminalis 
keine Verbindung aus dem Infundibulum enthielt. Die afferenten Eingänge aus dem 
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Infundibulum in den Nucleus praeopticus stehen in guter Übereistimmung mit den 
Angaben von Fujita & Urano (1986) bei Bufo japonicus. Ein Grund für das Fehlen 
unmarkierter Strukturen im Nucleus praetrigeminalis könnte am schlechten Transport 
der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe gelegen haben, da „back-fill“-Tracings im 
Bereich des N. X bzw. N. XII retrograd markierte Zellkörper bis zum Infundibulum, 
pars dorsalis bei Bombina orientalis aufzeigten (Schneider 2012). Die Markierung der 
Motoneurone des N. V kann dadurch entstanden sein, dass Fluoreszenzarbstoffe 
ausgelaufen sind. McGregor et al. (2005) beschrieben allerdings eine direkte 
Verbindung zwischen dem Hypothalamus und den Motoneuronen des N. V bei 
Meerschweinchen und bezeichnen den Hpothalamus aufgrund der afferenten 
Eingänge der Motoneurone des N. V als ein weiteres prämotorisches Areal, so dass 
die angefärbten Motoneurone in meiner Studie möglicherweise eine reziproke 
Verbindung darstellen. Unterstützt wird dieser Befund von „back-fill“-Tracings im 
Bereich des N. X bzw. N. XII, die retrograd markierte Zellkörper im Infundibulum, 
pars dorsalis aufzeigten (Schneider 2012), wobei der Kontakt dann über 
Axonkollaterale der Motoneuronen des N. V laufen würde.  
 
Reziproke Verbindungen konnten auch zum Tegmentum beobachtet werden, wobei 
markierte Fasern und Zellkörper des Infundibulum hauptsächlich im anterioren 
Tegmentum, pars dorsalis und im posterioren Tegmentum, pars dorsalis lagen. Das 
Tegmentum ist an vielen Integrationsprozessen beteiligt, u.a. auch an der 
akustischen Verarbeitung (Luksch 1994; Luksch & Walkowiak 1998). Innerhalb des 
Vokalisationssystems könnten die akustischen Signale durch Hormone oder 
Neuromodulatoren des Infundibulum und/oder der Area praeoptica im Tegmentum 
moduliert werden, so dass diese die Aktivität des vokalen Mustergenerators auf ein 
bestimmtes Rufverhalten adaptieren. Dass der Nucleus praetrigeminalis auf 
akustische Stimuli reagiert, konnte z.B. durch Aitken & Capranica (1984) gezeigt 
werden.  
 
Eine reziproke Verbindung zum Nucleus raphé, pars dorsalis konnte ich in meinen 
Präparaten nicht beobachten, was wahrscheinlich mit dem schlechten 
Farbstofftransport zusammenhing, denn sowohl Neary (1995) als auch Brahic & 
Kelley (2003) konnten mit unterschiedlichen Tracer-Applikationen in das 
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Infundibulum markierte Zellkörper im Nucleus raphé, pars dorsalis bei Xenopus 
laevis und Rana catesbeiana nachweisen. Es konnten auch striatale Eingänge im 
Infundibulum nachgewiesen werden, die wiederum mit den Literaturangaben von 
Allison & Wilczynski (1991) bei Hyla cinerea übereinstimmen. 
 
Das Infundibulum nimmt innerhalb des Vokalisationssystems eine wichtige Rolle ein, 
da über dieses Kerngebiet und die Area praeoptica die Synthese von Hormonen 
reguliert wird, welche für die Auslösung von Paarungsrufen bedeutsam sind. Über 
welchen Weg die hormonelle Beeinflussung des vokalen Mustergenerators stattfindet 
konnte ich mit meinen Tracings nicht eindeutig bestimmen. Sicher ist, dass das 
Tegemtum eine zentrale Rolle spielt, da sowohl das Infundibulum, die Area 
praeoptica als auch der Nucleus praetrigeminalis mit dem Tegmentum verbunden 
sind.  
 
4.3.5 Verbindungen des Tegmentum (Relaisstation) 
Die Verbindungen des Tegmentum mesencephali zeigten, dass dieses Kerngebiet 
eine zentrale Stellung im Gehirn von Anuren einnimmt und aufgrund seiner 
multimodalen Funktionen auch als ein sensomotorisches Interface betrachtet werden 
kann. Das Tegmentum erhält nicht nur Eingänge aus auditorischen Arealen und den 
Basalganglien, sondern verarbeitet auch endokrine, limbische und visuelle Eingänge 
und projiziert wiederum zu sensomotorischen, prämotorischen und motorischen 
Kerngebieten.  
 
Die vorliegenden neuroanatomischen Befunde im Tegmentum zeigen reziproke 
Verbindungen zum Nucleus praeopticus anterior und zum Nucleus praetrigeminalis 
auf, wobei die Verbindungen sowohl im posterioren Tegmentum, pars dorsalis als 
auch im posterioren Tegmentum, pars ventralis beobachtet wurden, während das 
anteriore Tegmentum, pars dorsalis nur afferente Eingänge aus dem Nucleus 
praeopticus anterior aufwies. Die Unterschiede im Detailreichtum markierter 
Strukturen in den tegmentalen Subnuclei können bei den hier durchgeführten 
Tracings eindeutig auf die verschiedenen Konzentrationen des Tracers zurückgeführt 
werden (Vgl. Abb. 28 und 31). Die Verbindungen beider Vokalisationsareale zum 
Tegmentum deuten auf eine Verarbeitung audio-vokaler Informationen in 
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verschiedenen tegmantalen Subnuclei hin. Luksch & Walkowiak (1998) konnten in 
ihrer Studie tegmentale Neurone bei Discoglossus pictus anfärben, die auf 
elektrische Reizungen des Hörnervs reagierten und zum Nucleus praetrigeminalis 
projizierten. Außerdem wies und Luksch (1994) efferente Verbindungen aus dem 
anterioren Tegmentum bis zur Area praeoptica nach, was mit meinen Ergebnissen 
nach Tracer-Applikationen in das posteriore Tegmentum, pars dorsalis übereinstimmt. 
Möglicherweise kann das Tegmentum ein ausgelöstes Rufverhalten entsprechend 
der verschiedenen Eingänge selbst regulieren und somit schließlich auch die 
Vokalmotorik modulieren, was u.a. auch durch die reziproken Verbindungen zum 
Infundibulum und zum Nucleus raphé erklärt werden könnte. Bei den Tracer-
Applikationen in den Nucleus praetrigeminalis wurden teilweise auch tegmentale 
Areale getroffen, die zu markierte Fasern in den Nuclei habenulares führten, 
wahrscheinlich durch Verletzungen des Fasciculus retroflexus (siehe 3.2.5.2). Dass 
die Nuclei habenulares über den Fasiculus retroflexus in das Tegmentum projizieren, 
speziell in den Nucleus interpeduncularis (eine homologe Struktur zur Area 
tegmentalis ventralis (VTA) der Säugetiere), wurde bereits in der Literatur 
beschrieben (Kemali et al. 1980; Guglielmotti & Fiorino 1997). Die Verbindungen aus 
der Oliva superior und dem Torus semicircularis weisen auf parallele Eingänge des 
Tegmentum aus unterschiedlichen Hörbahnstationen hin, wobei die spezifische 
Verarbeitung von konspezifischen Paarungsrufen in höheren Hirnarealen erfolgt, wie 
z.B im Torus semicircularis, Thalamus, Striatum, Area praeoptica oder Hypothalamus 
(Allison & Wilczynski 1991; Walkowiak et al. 1999).  
 
Das Tegmentum ist zusätzlich auch in weit komplexere sensomotorische 
Schaltkreise einbezogen, wie z.B. in das System der Basalganglien. Das anteriore 
Tegmentum, pars dorsalis, eine homologe Struktur zur Substantia nigra, pars 
reticulata, ist die sog. Ausgangsstruktur der Basalganglien. Das anteriore 
Tegmentum, pars dorsalis erhält direkten Eingang aus dem Striatum, der 
Eingangsstruktur der Basalganglien, oder über einen indirekten Weg, der über den 
Globus pallidus und dem Nucleus subthalamicus läuft. Der Nucleus subthalamicus 
der Anuren umfasst den dorsocaudalen Anteil des Nucleus suprachiasmaticus, den 
Nucleus entopeduncularis posterior und den ventralen Anteil des Nucleus thalami 
ventralis (Maier et al. 2010). In meinen Präparaten konnten sowohl striatale 
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Eingänge als auch retrograd markierte Zellkörper im Nucleus subthalamicus 
detektiert werden. Meine Befunde stimmen mit den Daten von Roden (2002) überein, 
die ebenfalls striatale Eingänge in das anteriore Tegmentum, pars dorsalis beschrieb. 
Dass das Striatum einen Einfluss auf die Vokalisation hat, konnten Walkowiak et al. 
(1999) mittels Läsionsstudien bei Hyla versicolor zeigen, worauf Männchen nicht 
mehr in der Lage waren, Paarungsrufe auszuführen. Außerdem konnte Schneider 
(2012) mittels elektrophysiologischer Untersuchungen eine striatale Modulation auf 
auditorische Eingänge im Tegmentum beobachten. Die Ergebnisse zeigen, dass die 
Basalganglien das akustisch gesteuerte Verhalten über das Tegmentum modulieren 
können und dass das Tegmentum eine wichtige Rolle im motorischen System spielt.  
 
In meinen Präparaten wiesen das posteriore Tegmentum, pars dorsalis und pars 
ventralis reziproke Verbindungen sowohl zum Nucleus praeopticus anterior als auch 
zum Nucleus praetrigeminalis auf. In den gleichen Arealen konnten Gargaglioni et al. 
(2007) mittels Stimulationsversuchen die Lungenatmungsrate bei Rana catesbeiana 
erhöhen. Da die Vokalisation hauptsächlich mit Hilfe des Atemluftstroms erzeugt wird 
(siehe 1.3.1), scheint das Tegmentum weiterhin eine wichtige Rolle in der 
Koordination miteinander verflochtener Verhaltensweisen zu spielen.  
 
4.3.6 Verbindungen der Nuclei habenularum 
Die Nuclei habenulares sind eine wichtige Relaisstation im diencephalen 
Leitungssystem und üben einen indirekten Einfluss auf das Vokalisationsverhalten 
bei Anuren aus. Dies geschieht speziell durch die Regulation der 
Dopaminfreisetzung im Nucleus interpeduncularis und Tuberculum posterior, sowie 
die Serotoninfreisetzung im Nucleus raphé, die wiederum sensomotorische, 
prämotorische und motorische Kerngebiete im Vokalisationssystem beeinflusst. 
 
Die Nuclei habenulares erhielten in meinen Präparaten afferente Eingänge aus 
vielen Nuclei im Tel-, Di-, Mes- und Metencepahlon, während die efferenten Fasern 
der Nuclei habenulares bis in die Formation reticularis projizierten. Insgesamt beruht 
die Vielzahl markierter Strukturen auf eine hohe Konzentration des injizierten 
Markers Neurobiotin in beide Subnuclei der linken Habenula (siehe Abb. 39A). Im 
Telencephalon konnten retrograd markierte Neurone hauptsächlich in limbischen 
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Arealen, wie z.B. im Pallium mediale, Septum und in der Amygdala, detektiert 
werden, die Kemali et al. (1980) bei Rana esculenta ebenfalls, mit Ausnahme 
Zellkörper in der Amygdala, beschrieben. Moreno & González (2003) konnten 
hingegen bei Rana perezi und Xenopus laevis nach Applikationen in die Amygdala, 
pars medialis markierte Fasern in den Nuclei habenulares beobachten, was 
wiederum mit meinen Daten übereinstimmt. Die limbischen Strukturen haben einen 
starken Einfluss auf das akustisch gesteuerte Verhalten der Anuren und werden 
unter anderem mit Motivation und Sexualverhalten in Verbindung gebracht: mittels 
Läsionsversuchen konnte z.B. dem Septum eine wichtige Rolle im Rufverhalten von 
Männchen zugesprochen werden (Walkowiak et al. 1999). Die Nuclei habenulares 
integrieren diese limbischen Eingänge und leiteten die Informationen an das 
Mittelhirn und der Medulla oblongata weiter. Reziproke Verbindungen konnten auch 
zum Nucleus praeopticus anterior und Infundibulum beobachtet werden. Diese 
Verbindungen wurden auch von Bianco & Wilson (2009) bei Ratten beschrieben. Die 
Area preaoptica und das Infundibulum sind an vielen entscheidenen Funktionen 
beteiligt, wie z.B. zirkadiane Rhythmik und Schlaf, Regulation von Sexual- und 
Fortpflanzungsfunktionen und Hormonregulation. Um diese Aufgaben zu erfüllen, 
haben beide Areale Kontakt zu unterschiedlichen Kerngebieten, insbesondere aber 
zu telencepahlen Regionen und zu den Nuclei habenulares.  
 
Weiterhin konnten in meinen Präparaten retrograd markierte Zellkörper und Fasern 
in Kerngebieten des direkten und indirekten Weges der Basalganglien detektiert 
werden. Bei den Säugetieren erhalten die Nuclei habenulares einen starken Eingang 
über den indirekten Weg der Basalganglien, insbesondre vom Nucleus 
entopeduncularis (eine homologe Struktur des Globus pallidus bei höheren 
Säugetieren). Bei Anuren entspricht der Globus pallidus dem caudalen Striatum, das 
in meinen Tracings zwar habenulare Efferenzen enthielt, aber nicht zu den Nuclei 
habenulares zurück projizierte. Es konnten jedoch retrograd markierte Zellkörper im 
dorsocaudalen Anteil des Nucleus suprachiasmaticus, im Nucleus entopeduncularis 
posterior und im ventralen Anteil des Nucleus thalami ventralis detektiert werden 
(eine homologe Struktur zum Nucleus subthalamicus). Meine Befunde zeigten 
ebenfalls markierte Zellkörper und Fasern im Nucleus interpeduncularis (eine 
homologe Struktur zum ventralen tegmentalen Areal) sowie im Tuberculum posterior 
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(eine homologe Struktur zur Substantia nigra, pars compacta). Dass die Nuclei 
habenulares mit dem Nucleus interpeduncularis über den Fasciculus retroflexus 
reziprok verbunden sind, konnte auch von Kemali et al. (1980) und Kemali & 
Guglielmotti (1982) bei Rana esculenta beobachtet werden. In der Literatur von 
Säugetieren wird der habenuläre Einfluss auf das Striatum hauptsächlich indirekt 
über eine Dopaminfreisetzung der Substantia nigra, pars compacta beschrieben. Das 
Striatum reguliert hierüber die Eingänge des indirekten Weges in die Nuclei 
habenulares (Bianco & Wilson 2009).  
Efferente Verbindungen der Nuclei habenulares konnten auch im Nucleus raphé 
identifiziert werden, einer Struktur, die serotonerge Zellen enthält und einen 
stimulierenden Effekt auf die Motoneurone ausübt, u.a. auch auf die vokalen 
Motoneurone, wobei die Serotoninfreisetzung von den Nculei habenulares reguliert 
wird (Tan & Miletic 1990; Rhodes et al. 2007; Yang et al. 2008; Yu & Yamaguchi 
2010). Der Nucleus raphé projiziert u.a. in telencephale Kerngebiete, insbesondere in 
das Septum. Roden et al. (2005) konnten bei Hyla versicolor starke Verbindungen 
vom Nucleus raphé in das Septum centrale und dorsale nachweisen, wobei die 
Funktion innerhalb des Vokalisationssystems unklar ist.  
 
4.4 Synopsis 
Die vorliegenden Ergebnisse der immunhistochemischen und hodologischen 
Untersuchungen geben einen Überblick über die zentralnervöse Verschaltung der 
Vokalisationsbahn der pädomorphen Art Bombina orientalis. Mittels des 
Aktivitätsmarkers c-fos konnte gezeigt werden, dass während der Rufaktivität 
paarungsbereiter Männchen sowohl akustische, prämotorische, sensomotorische, 
modulierende und limbische Kerngebiete aktiv sind. Die Aktivität des vokalen 
Schrittmachers (Nucleus praeopticus anterior) konnte lediglich bei vokalisierenden 
Männchen beobachtet werden, wobei angefärbte Zellkörper nur im dorsalen Anteil 
lokalisiert waren. Vergleiche innerhalb der Area praeoptica zeigten bei 
vokalisierenden Männchen ebenso eine Zunahme von markierten Somata im 
Nucleus praeopticus posterior, wobei keine präzise Aussage über eine mögliche 
Funktion bei der Rufinitiierung gemacht werden kann, während der Nucleus 
suprachiasmaticus unspezifische c-fos Aktivität aufwies. Anschließende Tracer-
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Applikationen in den Nucleus praetrigeminalis und in die Area praeoptica implizieren 
eine indirekte Verbindung zwischen dem vokalen Mustergenerator und dem vokalen 
Schrittmacher. Als Relais- und Zwischenstationen konnte das Infundibulum und das 
Tegmentum identifiziert werden, während die Nuclei habenulares als ein 
modulierendes Zentrum die Aktivität des vokalen Mustergenerators indirekt 
beeinflussen. Die zuvor beschriebenen Relais- und Zwischenstationen, das Striatum 
und der Nucleus raphé, konnten auch in dieser Arbeit bestätigt werden. Insgesamt 
deuten die Färbungen eher auf einen Kontakt an den dendritischen Arborisationen 
des Nucleus praetrigeminalis hin. Eine Ausnahme stellt das Tegmentum dar. Hier 
wurden Faserbündel angefärbt, die vermutlich auch direkten Kontakt zu den Somata 
bildeten. Die Unterschiede zwischen den neuroanatomischen Untersuchungen an 
der aberranten Art Xenopus laevis und einigen Neobatrachia, wie z.B. Raniden und 
Hyliden, zeigten überwiegend Übereinstimmungen, während einige Unstimmigkeiten 
eher auf methodische Verschiedenheiten als auf Artunterschiede zurückzuführen 
sind.  
 
4.5 Schlussbetrachtung zur Vokalisation  
Basierend auf den erhobenen Daten kann im Folgenden versucht werden, ein 
Gesamtnetzwerk der Vokalisationsbahn von Anuren aufzustellen, mit Fokus auf die 
ursprüngliche Art Bombina orientalis (siehe Abb. 41). 
 
Der Nucleus praetrigeminalis und die beiden Atmungszentren (Mundboden- und 
Lungen-Oszillator) fungieren gemeinsam als semi-unabhängige Mustergeneratoren, 
die die somatischen Muskeln des Mundbodens, des Rachens und in einigen Spezies 
auch die Flankenmuskulatur rhythmisch aktivieren. Bei den Archaeobatrachia läuft 
die Ansteuerung des Rufapparates über die Motoneurone des N. V, N. VII, N. IX-X, 
N. XII, was letztendlich ein simplifiziertes Modell der Säugetiere darstellt. Bei 
Säugetieren wird die Frage nach dem möglichen vokalen Mustergenerator 
kontrovers diskutiert; hier werden insbesondere die Substantia grisea 
periaquaeductalis und der Nucleus parabrachialis, sowie diverse reticuläre 
Kerngebiete, wie z.B. der Nucleus retroambiguus, untersucht (Zhang et al. 1994; 
Jürgens 1994, 2008; Smotherman et al. 2006; Jürgens & Hage 2007; Kelley & Bass 
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2010). Die Substantia grisea periaquaeductalis und der Nucleus parabrachialis 
projizieren beide zum Nucleus ambiguus und retroambiguus, die wiederum 
motorische Kerne der Larynx-, Rachen-, Intercostal- und Abdominalmuskeln 
ansteuern, Muskeln, die für die Generierung von Vokalisation essentiell sind (Thoms 
& Jürgens 1987; Holstege et al. 1997). Welches Kerngebiet letztendlich als vokaler 
Mustergenerator fungiert ist noch unklar, wobei die Substantia grisea 
periaquaeductalis aufgrund ihrer Initiierung von Vokalisationsreaktionen eher die 
Rolle eines Triggers einnimmt (Jürgens 2008). Für die Auslösung von Paarungsrufen 
wird die Aktivität des Mustergenerators von höheren Vokalisationsarealen beeinflusst. 
Dabei spielt die Area praeoptica bei den Wirbeltieren eine zentrale Rolle, da dieses 
Areal aufgrund seiner Hormonregulation wichtig für die Initiierung der Rufbereitschaft 
und Rufauslösung ist. Ein direkter Kontakt zum Nucleus praetrigeminalis konnte in 
dieser Arbeit jedoch nicht beobachtet werden, vielmehr läuft die Verbindung über 
parallele Zwischen- und Relaisstationen. Die beteiligten Elemente müssen in diesem 
Gesamtnetzwerk afferente Eingänge aus dem Nucleus praeopticus anterior erhalten 
und zum Nucleus praetrigeminalis projizieren. Ein weiterer Parameter ist die 
Konzentrierung von Hormonen bzw. die Ansteuerung entsprechender 
Regulationszentren. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das 
Tegmentum ein audio-vokales Interface darstellt, das sowohl reziproke 
Verbindungen zum vokalen Schrittmacher als auch zum vokalen Mustergenerator 
aufweist. Weiterhin integriert das Areal Informationen aus unterschiedlichen 
Hörbahnstationen und Regulationszentren, wie z.B. den unteren Hörbahnstationen, 
dem Torus semicircularis, dem Infundibulum, den Nuclei habenulares, dem Nucleus 
raphé und den Basalganglien. Aufgrund seiner multimodalen Funktion scheint das 
Tegmentum sensorische und nicht-sensorische Information zu integrieren, um 
letztendlich mit einer adäquaten Reaktion auf bestimmte Reize zu reagieren sowie 
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Tab. I: Applikation in das posterioreTegmentum (Teg5) 
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen 
 (Zellen) (Fasern) 
PM - - 
PD - - 
Pld - - 
Plv - - 
Str ++ + 
Ca + + 
Vpal - - 
Sc - - 
Slv + - 
Sld + + 
Sd - - 
Sm - - 
DB - - 
BN - - 
LA + - 
CA - - 
MA + +(NP) 
POa +++ +/++(NP) 
Hb - - 
La + ++(NP) 
Vld ++ +/++(NP) 
VL +(r)/++(c) +(r-NP)/+(c)/++(c-NP) 
VM ++(r)/+++(c) +++(r-NP)/+(c) 
SC +++(r)/+(c) ++(r-NP) 
OC - - 
C +/+(NP) +(NP) 
EP - +/+++(NP) 
VH +++ ++ 
P +++ +/++(NP) 
Npv - - 
DH ++ + 
Tpd + +/+++(NP) 
Tpv + +/++(NP) 
Tec +++ +++ 
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I-V ++(r)/+++(C) +(r)/+++(r-NP)/++(c) 
VI +(c) +(c) 
VII-IX - - 
Tl +++(r)/+++(c) ++(r)/+++(r-NP)/+++(c) 
Tp ++(r) +(r)/+(c) 
Ad +(r) +(c)/+++(c-NP)/ 
Av ++ +/+++(NP) 
Pd +++ +++ 
Pv +++(r)/+++(c) ++(r)/+++(r-NP)/+++(c)/+++(c-NP) 
Ip - - 
Cer - + 
Prtr +++ +++/+++(NP) 
Si + +/+++(NP) 
Lc - + 
Gc ++ ++/+++(NP) 
Fr +++(r)/++(c) ++(r)/++(r-NP)/++(c)/++(c-NP) 
Os +(r)/+(c) +(r)/+++(r-NP)/+(c)/++(c-NP) 





















Tab. II: Applikation in das posterioren Tegmentum (Teg8 ) 
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen 
 (Zellen) (Fasern) 
PM - - 
PD - - 
Pld - - 
Plv - - 
Str + + 
Ca - - 
Vpal - - 
Sc - - 
Slv - - 
Sld - - 
Sd - - 
Sm - - 
DB - - 
BN - - 
LA - - 
CA - - 
MA - - 
POa + +/+(NP) 
Hb - - 
A +(r)/+(c) +(r)/+(c)/++(c-NP) 
Vld + +/+(NP) 
VL - +(c) 
VM +(r) +(r)/++(c-NP) 
SC +(r)/+(c) +(r)/+(c)/+(c-NP) 
C +(r) +(r)/+(r-NP)/+(c-NP) 
EP - +(r) 
VH + +/+(c) 
P ++(r)/++(c) +(r)/++(r-NP)/++(c)/++(c-NP) 
Lpd +(c) +(c) 
Lpv - - 
TP - - 
Npv - - 
DH + - 
LH + + 
Tpd + + 
Tpv - - 
Tec - - 
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I-V +(r) +(r) 
VI - +(r) 
VII-IX - +(r) 
Tl ++(r)/+(c) +++(r)/+++(r-NP) 
Tp - - 
Ad ++(r)/+(c) ++(r)/+++(r-NP)/+(c) 
Av + +/+++(NP) 
Pv +++(r)/+(c) ++(r)/++(r-NP)/+(c)/+(c-NP) 
Pd ++ +/+(NP) 
Ni - +(NP) 
Ip - + 
Cer - - 
Prtr + +/+(NP) 
Si + - 
Lc + - 
Gc - +(NP) 
Fr +(r)/+(c) +(r)/+(r-NP)/+(c) 





















Tab. III: Applikation in das anteriorenTegmentum (Teg11 ) 
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen 
 (Zellen) (Fasern) 
PM +++ - 
PD - - 
Pld - - 
Plv -+ - 
Str +++ +++ 
Ca - - 
Vpal - - 
Sc - - 
Slv + - 
Sld + - 
Sd - - 
Sm - - 
DB - - 
BN - - 
LA - + 
CA ++ + 
MA - - 
POa + - 
Hb - - 
A ++ ++ 
Vld + - 
Vlv + + 
VL +++ - 
VM +++ ++ 
SC +++ +++ 
C + ++ 
La ++ +(d-NP) 
EP + ++/++(NP) 
VH +++ +++ 
P ++ ++ 
Lpd - - 
Lpv - - 
TP ++ ++ 
Npv +++ ++ 
DH + ++ 
LH - - 
Tpd ++ + 
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Tpv + + 
Tec +++ +++ 
I-V ++ ++ 
VI ++ + 
VII-IX - +++ 
Tl ++ +++ 
Tp ++ + 
Ad +++ +++ 
Av - - 
Pv ++ +++/+++(l-NP) 
Pd ++ +++/+++(l-NP) 
Ni - - 
Ip - - 
Cer - - 
Prtr ++ +/++(m-NP) 
Si ++ - 
Lc ++ - 
Gc ++ ++ 
Fr + +(NP) 
DMN - + 
SON - ++ 


















Tab. IV:Applikation in die Nuclei habenulares 
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen 
 (Zellen) (Fasern) 
PM + ++/++(r-NP) 
PD - - 
PL - + 
Pld - - 
Plv - - 
Str + +++ 
Vpal - +++ 
Sc - - 
Sl  ++ 
Slv ++ + 
Sld + + 
Sd + + 
Sm - + 
DB + +++- 
BN - + 
LA + ++ 
CA + + 
MA + + 
POa + ++/+++ (NP) 
EA - +++ 
Hb +++ +++ 
La ++ +++/+++(NP) 
A +++ +++/+++(NP) 
MG - ++ 
Vld + + 
VL + ++ 
VM + + 
SC +++ (r)/++ (c) +++ (r)/+++(r-NP); ++(c) 
OC - + 
C +++ +++ 
EP ++ +++/+++(NP) 
PtG +++ + 
VH - - 
P - + 
Npv - - 
DH + +++ (r)/+(c) 
VH + (r)/++(c) +++ (r)/++ (c) 
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Tpd + + 
Tpv - +++ 
Tec ++  ++ 
I-V + + 
VI + -+ 
VII-IX - + 
Tl + + 
Tp - - 
Ad + (r)/+ (c) + (r) 
Av + (r) + (r) 
Pd + (r)/++ (c) + 
Pv + ++ 
Ip + +/+++ (NP) 
Cer - + 
Prtr - + 
Si - - 
Lc - - 
Gc + + 
Fr - + 
Os - - 




c  caudal  
d  dorsal 
r  rostral 
NP  Neuropil 
+++  sehr hohe Zell- und Faserdichte 
++  geringe Zell- und Faserdichte 







A Nucleus anterior thalami 
Ad anteriores Tegmentum, pars dorsalis 
aob accessorischer olfactorscher Bulbus 
Bo Bulbus olfactorius 
BN Bed Nucleus der pallialen Kommissur 
C Nucleus centralis thalami 
CA Amygdala, pars centralis 
Ca Nucleus caudalis 
Cb Nucleus cerebelli 
Cer Cerebellum 
CN Nucleus cerebelli 
DB Nucleus des diagonalen Bandes von Broca 
DH Nucleus hypothalamicus dorsalis 
dInf Infundibulum, pars dorsalis 
DMN Nucleus dorsomedullaris 
EA Nucleus entopeduncularis anterior 
EP Nucleus entopeduncularis posterior 
Fr Formatio reticularis 
GC Griseum centrale rhombencephali 
Gl Glomeruli 
Gr Granulärzellschicht des Bulbus olfactorius 
Hb Nuclei habenulares 
Inf Infundibulum 
Ip Nucleus interpeduncularis 
LA Amygdala, pars lateralis 
La Nucleus lateralis thalami, pars anterior 
Lc Locus coeruleus 
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LH Nucleus hypothalamicus lateralis 
Lpd Nucleus thalami lateralis, pars posterodorsalis 
Lpv Nucleus thalami lateralis, pars posteroventralis 
LT Lamina Terminalis 
MA Amygdala, pars medialis 
MG Nucleus praeopticus magnocellularis 
Mi Mitralzellschicht des Bulbus olfactorius 
Ni Nucleus isthmi 
Npd Nucleus des periventriculären Organs, pars 
dorsalis 
Npv Nucleus des periventriculären Organs, pars 
ventralis 
OC Chiasma opticum 
P Nucleus posterior thalami 
Pb Nucleus parabrachialis 
PD Pallium dorsale 
Pd posteriores Tegmentum, pars dorsalis  
PL Pallium laterale 
Pld Pallium laterale, pars dorsalis 
Plv Pallium laterale, pars ventralis 
PM Pallium mediale 
POa Nucleus praeopticus anterior 
POp Nucleus praeopticus posterior 
Prtr Nucleus praetrigeminalis 
PtG praetectales Grau 
Pv posteriores Tegmentum, pars ventralis 
Ra Nucleus raphé 
Ris Nucleus reticularis inferior 
rRpd Nucleus raphé, pars dorsalis  
SC Nucleus suprachiasmaticus 
Sc Septum centrale 
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Sd Septum dorsale 
Sep Septum 
Si Nucleus secundarius isthmi 
Sl Septum laterale 
Sld Septum laterale, pars dorsalis 
Slv Septum laterale, pars ventralis 
Sm Septum mediale 
SO Oliva superior 
SPTA Striato-pallial transition area 





Tl Torus semicircularis, Nucleus laminaris 
Tm Torus semicircularis, Nucleus magnocellularis 
Tp Torus semicicularis, Nucleus principalis 
TP Tuberculum 
Tpd Tuberculum posterior, pars dorsalis 
Tpv Tuberculum posterior, pars ventralis 
Ts Torus semicircularis 
VH Nucleus hypothalamicus ventralis 
vInf Infundibulum, pars ventralis 
VL Nucleus thalami ventrolateralis  
Vld Nucleus thalami ventrolateralis, pars dorsalis  
Vlv Nucleus thalami ventrolateralis, pars ventralis 
VM Nucleus thalami ventromedialis 
Vm Nucleus motorius nervi trigemini 
Vmes Nucleus mesencephalicus nervi trigemini 
VN Nucleus vestibulare 
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